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ABSTRAKT  
Cílem této práce bylo změřit a popsat EEM spektra IHSS standardů huminových kyselin, 
půdních či lignitických huminových nebo fulvinových kyselin a humátů různého původu. 
Popsat odlišnosti v jejich fluorescenčních spektrech a určit přesnou polohu hlavních 
fluorescenčních píků. Dále nalézt optimální postup zpracování naměřených dat do formy  
3D EEM spektrofluorogramů a u vzorků lignitických humátů prozkoumat závislost jejich 
relativní intenzity fluorescence na hodnotě pH. 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT  
The aim of the diploma thesis was measurement and characterization of EEM (excitation 
emisssion spectra) of IHSS humic acids standards and soil, lignite humic and fulvic acids and 
humates prepared from different sources. The aim was to follow the differences in their 
fluorescence spectra and to determine precise location of fluorescence peaks. Target of this 
work was to find the optimal way for exporting of scan data to the 3D EEM 
spectrofluorographs. The dependence of relative intensity of fluorescence on pH value was 
studied further. 
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1 ÚVOD  
Huminové látky HS (humic substances) jsou látky přírodního původu vznikající 
chemickým a biologickým rozkladem organické hmoty (zbytků rostlin, živočichů apod.) a 
syntetickou činností mikroorganismů. Tato skupina látek patří mezi nejvíce rozšířený 
organický materiál na Zemi. Je v nich vázáno více uhlíku než ve všech živých organizmech. 
Jedná se o velice specifickou skupinu látek mající celou řadu zajímavých fyzikálních a 
chemických vlastností jako je třeba různá rozpustnost, závislost na původu a stáří materiálu a 
podobně. Otázka absolutní struktury huminových látek je velmi diskutabilní. Jelikož se jedná 
o heterogenní směs látek, jejíž složení závisí na zdroji, způsobu extrakce a dalších 
parametrech, jsou také naměřené vlastnosti komplexem vlastností těchto jednotlivých látek. 
Při existenci tak velkého počtu různých organických látek v živých organizmech vedou jejich 
degradační a rekombinační procesy k téměř nekonečnému počtu typů molekul. Proto není 
překvapující, že mají tak široký okruh unikátních vlastností. Tento cyklus přeměny struktury 
huminových látek probíhající za vhodných podmínek je důležitou součástí půdotvorných 
procesů [1] [2]. 
Pravděpodobně žádný jiný přírodní materiál není tak univerzální a nezastává tolik funkcí 
na tak různých místech jako huminové látky. Především pro svoji schopnost stimulovat růst 
rostlin a zvyšovat tak výnosy některých plodin, našly tyto látky využití původně  
v zemědělství, ale jejich další výzkum ukázal, že mohou být užitečné i v dalších oblastech 
lidské činnosti jako je průmysl, farmakologie, lékařství, sanace odpadních vod či půd 
kontaminovaných těžkými kovy  a mnoha dalších. V dnešní době má obrovský potenciál 
především využití huminových látek v oblasti ochrany životního prostředí. Jejich atraktivita 
v této oblasti je dána zejména skutečností, že se jedná o látky přírodního původu 
s dostatečnými zásobami a potenciálně vhodnými vlastnostmi.  
Obsah huminových látek kolísá v přírodních matricích od stopových množství (písky, jíly), 
přes jednotky procent (běžné zeminy) až k desítkám procent (hnědé uhlí, lignit) [3]. Tvoří 
tedy základní součást rašelin a slatin, jsou obsaženy v lignitech a hnědém uhlí. Cennými 
zdroji huminových látek jsou především oxidovaná mladá hnědá uhlí tzv. oxihumolity (bohatá 
ložiska jsou zejména na Teplicku, Mostecku a Sokolovsku). Podle některých autorů  
se v České republice nacházejí jedny z nejkvalitnějších oxihumolitů na světě, které obsahují 
více než 80 % huminových kyselin [4]. 
Huminové látky se ve významném množství vyskytují též v pobřežních mořských 
sedimentech, jsou široce rozšířeny po celém zemském povrchu a tvoří přirozenou součást 
všech suchozemských i vodních ekosystémů, v nichž se podílejí na ustavování a udržování 
ekologické rovnováhy. Z těchto přírodních zdrojů lze extrahovat huminové látky a poté je 
následně upravit podle možného typu dalšího použití. 
Z hlediska praktického využití je důležité vědět, která složka huminových látek je 
zodpovědná za konkrétní požadovanou vlastnost. Studiem struktury HS se zabývalo a stále 
zabývá mnoho laboratoří po celém světě. Při svém výzkumu ovšem využívaly odlišné metody 
a techniky, což vedlo k obtížné interpretaci a porovnávání výsledků z jednotlivých pracovišť. 
Tento fenomén byl částečně odstraněn až založením společnosti IHSS (International Humic 
Substances Society), která sjednotila a jistým způsobem normovala postup odběru i přípravy 
vzorků HS. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
 
2.1 Rozdělení huminových látek 
Rozdělení huminových látek můžeme pojmout z několika hledisek, ale tradiční a nejčastěji 
používané je rozdělení podle rozpustnosti na: 
Huminové kyseliny (HA) – látky mající vysokou molekulovou hmotnost (10 000  
až 200 000 g·mol-1), nerozpustné ve vodě, ale rozpustné v alkáliích (pH > 2). 
Fulvinové kyseliny (FA) – látky mající nižší molekulovou hmotnost (2 000 až 8 000 g·mol-1). 
Jejich aromaticita je nižší, ale na rozdíl od huminových kyselin se vykazují vyšším obsahem 
kyslíkatých organických složek (např. karboxylových skupin). Jsou rozpustné při všech 
hodnotách pH jak v kyselinách, tak i v alkáliích [5]. 
Humáty (HU) – jsou soli huminových kyselin rozpustné ve vodě v celé škále pH. 
Huminy – nerozpustné látky s velmi vysokou molekulovou hmotností. 
 
Existuje také teorie, že tmavé zbarvení huminových látek je spojené s přítomností složek  
s vysokou molekulovou hmotností. Rozdíly mezi huminovými kyselinami a fulvokyselinami 
mohou být tedy vysvětleny rozdílem v molekulových hmotnostech, v počtu funkčních skupin 
a ve stupni polymerace. S rostoucí molekulovou hmotností dochází ke změnám v obsahu 
uhlíku a kyslíku, kyselosti a stupně polymerace (Obr. 1). Huminové kyseliny vykazují nižší 
obsah kyslíku, ale vyšší obsah uhlíku než nízkomolekulární fulvokyseliny. Fulvokyseliny 
obsahují větší počet funkčních skupin kyselého charakteru, takže jejich celková kyselost je 
podstatně vyšší než u kyselin huminových. 
 
Obr. 1 Rozdělení huminových látek a jejich vlastností 
 9 
V kontextu s touto prací je zajímavé rozdělení huminových látek podle fluorescenčního 
chování, které se odvíjí od původu a povahy materiálu. Senesi a kol. [6] tyto látky rozdělil  
do pěti tříd. 
1. třída: Pravěké soli huminových kyselin (paleosol), jsou pro ně charakteristické nejvyšší 
fluorescenční délky jak pro obě emisní maxima (> 520 nm), tak i pro hlavní excitační pík 
(> 465 nm) a nejnižší souhrnná relativní fluorescenční intenzita (R.F.I. ≤ 1). 
2. třída: Můžeme do ní zařadit nejvíce huminových solí (Leonardite, Mollisol, soli 
z rašelin, naplavenin, z jílu atd.). Vyznačují se vysokými fluorescenčními délkami pro 
emisní maximum (520–500 nm) a dvěma hlavními excitačními píky (450 a 465 nm), které 
jsou oddělené a uzavřené. Souhrnná intenzita R.F.I je poměrně nízká (2–8). 
3. třída: Zde jsou některé soli terra rosa a soli z naplavenin jílu. Je pro ně charakteristické 
emisní maximum s nižší vlnovou délkou (500–460 nm) a hlavní excitační pík mají okolo 
450–440 nm. Jejich R.F.I je vyšší než v předešlých případech (6–29). 
4. třída: Jedná se o soli z hub, kompostu a soli fulvinových kyselin získané z rašelin. Jsou 
pro ně nejčastější nízké vlnové délky pro emisní maximum (470–440 nm)  a hlavní 
excitační pík (395–385 nm). R.F.I. je pro fulvinové kyseliny (FAs) vyšší (> 10) než pro 
huminové kyseliny (HAs) (1–7). 
5. třída: HAs a FAs z odpadních vod či kalů. Jsou charakterizovány nejnižšími vlnovými 
délkami pro emisní maximum (< 440 nm) a nízkou střední R.F.I. (4–13). Hlavní excitační 
pík má vlnovou délku srovnatelnou se 4. třídou (okolo 390 nm), který je ovšem 
doprovázen menším píkem (okolo 340 nm), typickým pro tuto třídu.  
 
2.2 Huminové kyseliny 
Huminové kyseliny jsou hlavní a stabilní složkou organické hmoty vyskytující se v půdách 
nebo vodách. Jsou to složité polydisperzní směsi heterogenních polyelektrolytů, které mohou 
být zkoumány celou řadou analytických technik. Struktura HA je natolik unikátní a 
nejednotná, že podle mnohých autorů pravděpodobně neexistují dvě molekuly huminových 
látek, které by byly totožné a pokud existují, tak je jich velmi málo [7]. 
Základní vlastnosti huminových kyselin a tedy i jejich případná aplikace silně závisí  
na jejich původu stejně tak jako na procesu jejich izolace. Proces extrakce z výchozí matrice a 
použití různých extrakčních činidel může ovlivnit tyto vlastnosti opravdu výrazně. Použití 
různých činidel má vliv nejen na kvalitu, ale také na obsah stopových prvků (Br, Cu, Fe, Ni, 
Zn...). Je to dáno vzájemným vtahem alifatické nebo aromatické složky huminové kyseliny  
s extrakčním činidlem a jeho selektivita vůči této složce [8].  
Huminové kyseliny v kyselém prostředí koagulují a na rozdíl od fulvinových kyselin 
vykazují vyšší stupeň kondenzace i polymerace a vyšší molekulovou hmotnost. Všeobecně 
lze říct, že jsou to materiály bohaté na uhlík, s charakteristickým a konstantním obsahem  
karboxylových kyselin (3 mmol·g-1), ale s různým obsahem fenolů a různou celkovou 
kyselostí. Je zajímavé, že i přes svůj odlišný původ mají pozoruhodně podobný empirický 
vzorec [9]. 
Název huminové kyseliny je odvozen od jejich přirozeného zdroje v půdě humusu. 
Největší podíl na přísunu organické hmoty do zeminy mají odumřelé části rostlin, především 
jejich listy. Ty se skládají z přibližně 50–60 % celulózy, 15–20 % ligninu a 15–20 % lipidů 
[9]. Není tedy překvapivé, že vznikají z organických prekurzorů jako je například lignin, 
proteiny a aminokyseliny, lipidy, polyfenoly, celulóza a jiné polysacharidy. Druh rostlin, 
jejichž rozpadem vznikly, bezprostředně ovlivňuje i poměr aromatických a alifatických složek 
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v kyselinách. Větší aromaticitu vykazují huminové kyseliny, které vznikly rozkladem rostlin 
s větším obsahem fenolických sloučenin, zejména ligninu [10]. 
Huminové látky v terestriálních sedimentech (rašelina, uhlí) jsou obvykle výsledkem 
mikrobiálního a chemického rozkladu a resyntézy rostlinných zbytků. Na druhé straně  
ve vodě rozpustné a sedimentující huminové látky v mořích, řekách a jezerech jsou odvozeny 
převážně z vodní flóry. Obsah uhlíku a poměr uhlíku k dusíku je u těchto látek zpravidla 
vyšší [2]. 
Huminové kyseliny mění svoji strukturu v závislosti na čase a na podmínkách, kterým jsou 
vystaveny. Bylo zjištěno, že huminová kyselina extrahovaná z polí po intensivní zemědělské 
činnosti obsahuje více funkčních skupin narozdíl od kyseliny, která má svůj původ v uhlí 
[10]. Je to pravděpodobně způsobeno dokonalejší oxidací, jenž je důsledkem této zemědělské 
činnosti. Mnoho studií také pojednává o přídavcích organické hmoty do půdy a jejich vlivu  
na složení huminových kyselin. Bylo zkoumáno zastoupení základních biogenních  prvků  
(C, O, H, N) v huminových kyselinách extrahovaných z půdy, surového kompostu a z půdy  
po 9 měsících od přidání kompostu. Vzorek huminové kyseliny izolované z kompostu  
se vykazoval vyšším poměrem H/C, což značí větší stupeň nasycení, tedy relativně nízký 
stupeň aromatické kondenzace a zároveň je to důkaz o přítomnosti vyššího obsahu 
alifatických řetězců než v případě půdních vzorků. Vzorek z kompostu měl také nižší 
celkovou kyselost a vyšší procentuelní zastoupení N, pravděpodobně díky použití surového 
materiálu při kompostování. Rozdíl mezi oběma půdními vzorky v otázce zastoupení prvků a 
celkové kyselosti byl velice malý. Je pravděpodobné, že při prodloužení doby odběru  
od přidání kompostu by zanikl zcela. V případě půdy ošetřené kompostem byl zaznamenán 
nižší obsah C. To může naznačovat, že huminové kyseliny přítomné v kompostu interagují 
s půdními huminovými kyselinami a přispívají tak k hromadění organického uhlíku 
v půdě [11]. 
Podobný vliv na strukturu huminových kyselin má i přidávání organického materiálu  
do půdy ve formě chlévské mrvy. Tato činnost vede k poklesu molekulové hmotnosti HA,  
aromaticity a k nižšímu stupni kondenzace. Molekuly HA mají tendenci stávat se více 
alifatickými a strukturně jednoduššími. V půdě, kde nebyl přidán organický materiál se 
pozoruje trend opačný [12]. 
Huminové kyseliny obsahují trojrozměrně zesítěné molekuly, v jejich centru je jádro 
aromatického charakteru (fenol, naftalen, kumarin atd.) obsahující též kyslíkaté a dusíkaté 
heterocykly. Na toto jádro navazují řetězce alifatického charakteru s bohatým obsahem 
různých chemicky aktivních funkčních skupin. Jedná se především o karboxylové, 
hydroxylové a fenolické skupiny a také o peptidické a lipidické povrchové řetězce. Huminové 
kyseliny se chovají jako slabé elektrolyty. Tato jejich vlastnost je dána především obsahem 
karboxylů, fenolových skupin, imidů a dalších. Tyto skupiny mohou být disociovány za 
současného vyvíjení záporného náboje. Zatímco primární a sekundární imidové skupiny 
mohou byt protonovány za vyvíjení kladného náboje [13]. 
Tyto kyseliny mají ve své molekulové struktuře zabudovány jak hydrofilní, tak hydrofobní 
oblasti, a proto mohou být na povrchu mnohých částic adsorbovány. Z jejich struktury tak 
vyplývá povrchová aktivita, agregační schopnosti, konformační změny, disperzibilita, sorpční, 
iontovýměnné  a chelátotvorné vlastnosti. Díky těmto vlastnostem mohou reagovat se širokou 
škálou látek, jako jsou například těžké kovy nebo organické a anorganické polutanty. Jedna 
z nejdůležitějších vlastností huminových kyselin je také jejich velká tlumící schopnost a to 
v širokém rozpětí pH. To je možné díky disociaci acidických skupin, na které jsou huminové 
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kyseliny opravdu bohaté. Ovšem jejich přesný příspěvek k celkové tlumící kapacitě 
huminových látek zatím není znám [2] [11]. 
 
2.2.1 Struktura huminových kyselin 
Přestože jsou huminové látky předmětem studia již více než 100 let, struktura huminových 
kyselin není do dnešních dnů zcela objasněná. Může být pojata z několika hledisek, jako 
například konformace molekul a jejich agregace, mobility domén, supramolekulárních 
charakteristik a mnoha dalších. Znalost strukturního složení je ovšem důležitá pro pochopení 
jejich případných fyzikálně chemických interakcí s ostatními látkami. 
Pravděpodobně první návrhy struktury huminových kyselin byly předloženy téměř 
současně F. J. Stevensonem (1972) a R. D. Harworthem (1973) [3]. Paralelně s tehdy 
vznikající hypotetickou strukturou hnědého uhlí se předpokládalo, že struktura huminových 
látek je tvořena kostrou se zabudovanými, především polyaromatickými uhlovodíky. 
Hypotetická struktura huminové kyseliny navržena Stevensonem (Obr. 2) obsahuje volné a 
vázané fenolické skupiny –OH, chinonové struktury, dusíkové a kyslíkové atomy ve funkci 
můstků a karboxylové skupiny umístěné na aromatických kruzích. Obsah hydroxylových 
skupin v karboxylových a fenolických jednotkách se pohybuje v rozmezí od 3 až do 
10 meq.g-1 a je závislý na původu suroviny a použitém způsobu zpracování huminových látek 
[3]. 
 
Obr. 2 Struktura huminové kyseliny podle Stevensona 
Především díky pokrokům v instrumentální a strukturní analýze se ovšem ukázalo, že tento 
pohled je nedostačující a skutečná struktura huminových kyselin je mnohem složitější. 
Po dlouhou dobu bylo pohlíženo na huminové látky jako na lineární polymerní sloučeniny 
obsažené v půdě. Molekulová hmotnost těchto makromolekul měla být v případě fulvinových 
kyselin do 50 000 Da a více než 300 000 pro huminové kyseliny. Z tradičního hlediska byly 
totiž považovány za produkty biosyntézy specifických látek majících prapůvod 
v sloučeninách jako jsou lignin, celulóza, aminokyseliny a podobně. Tento obraz o jejich 
struktuře byl ovšem vyvozen jen na základě laboratorních experimentů s vymodelovanými 
molekulami a studiemi, zabývajícími se vznikem těchto velkých celků z jednodušších struktur 
za daných reakčních podmínek (Kononova, 1961; Haider a Martin, 1965; Hedges, 1988). Tato 
koncepce ovšem nebyla podložena žádným přímým důkazem, jenž by dokazoval, že takovéto 
reakce v půdě v reálných podmínkách skutečně probíhají [14]. 
Na huminové kyseliny lze také pohlížet jako na makromolekuly, v jejíž struktuře jsou 
zabudovány aromatické a hydroaromatické kyseliny. Spojení mezi aromatickými skupinami 
zajišťují alifatické uhlovodíky, aminokyseliny a peptidy.  
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Pomocí modernějších fyzikálně chemických instrumentací (hmotnostní spektroskopie, 
gelová chromatografie a NMR) se zjistilo, že průměrná hmotnost jednotlivých huminových 
molekul je stěží větší než 1000 Da. Přičemž platí, že čím je menší poměr hydrofilní a 
hydrofobní části molekuly, tím menší je průměrná molekulární velikost těchto huminových 
látek. Strukturní model je pak tedy založen na konceptu micely a popisuje huminové kyseliny 
jako micely s hydrofóbními jádry a nabitými polárními konci [15].  
Na druhé straně také existuje velké množství indicií, které dávají tušit konformačně 
mnohem složitější strukturu. Vznikl tak nejmladší „supramolekulární“ strukturní model, který 
huminové látky považuje za jakési seskupení relativně malých molekul, jež vznikají 
v důsledku rozkladu organické hmoty. Tyto malé fragmenty se pak náhodně shlukují do 
větších heterogenních celků a vytvářejí takzvanou „supramolekulu“. Tento systém se však 
nechová jako řádná micela, protože má jiné konformační chování než je u micel obvyklé. 
Hlavním argumentem hovořícím pro tento strukturní model je přítomnost slabých vazebných 
interakcí (viz. níže), které mohou být reversibilně narušeny např. působením minerální nebo 
monokarboxylové kyseliny (kyselina mravenčí, octová). Slabé vazebné interakce celý systém 
stabilizují a zároveň jsou zodpovědné za zdánlivě velkou molekulovou hmotnost huminových 
látek [14]. 
Další pohled na strukturu huminových látek vytvořený opět pomocí NMR předpokládá 
existenci makromolekulárních agregátů složených z velkého množství nízkomolekulárních 
organických komponent (< 2 kDa) jako jsou např. alifatické kyseliny, ethery, estery, alkoholy, 
aromatické fragmenty ligninu, polysacharidy a polypeptidy. Navzájem jsou k sobě poutány 
celou řadou slabých vazebných interakcí a pomocí vazebných můstků přes ionty kovů. 
Navrhnuté schéma supramolekulární struktury podle Simpsona (2002) je znázorněno na 
obrázku (Obr. 3) [16]. 
 
Obr. 3 Struktura huminových kyselin navržena Simpsonem 
Dle nových poznatků je supramolekula tvořena aromatickými sloučeninami, které vytvářejí 
několik hydrofobních agregátů s nízkou vnitřní mobilitou a menšími molekulami, které se 
shlukují do mnoha mobilních molekulárních uskupení hydrofilního charakteru [17]. 
Přechod na tento strukturní model a jeho detailnější prozkoumání by mohlo být nápomocné 
při  rozšíření znalostí o huminových kyselinách, huminových látkách a humusu obecně. Může 
nám také pomoci lépe objasnit a pochopit cyklus těchto látek v půdě a v prostředí. 
Z hlediska sorpčních a komplexotvorných vlastností huminových kyselin hraje velkou roli 
tvar jejich makromolekul. Uskupení makromolekul silně ovlivňuje pH prostředí a také 
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iontová síla. Při nízkém pH má makromolekula pevnou globulární strukturu, zatímco jeho 
postupným zvyšováním se rozvíjí v lineární ohebnou strukturu a při nízké koncentraci solí 
může vytvářet neuspořádanou síť. Změna konformace vlivem pH je zodpovědná i za 
nerozpustnost huminových kyselin v kyselém prostředí [18]. 
 
2.2.2 Použití huminových kyselin 
Rozmanitá struktura huminových kyselin a také obsah velmi různorodých funkčních 
skupin řadí tyto sloučeniny k látkám s vysokým potenciálem využitelným v budoucnu. Mají 
tedy celou řadu velmi zajímavých vlastností, které jsou zkoumány mnoha vědeckými 
pracovišti. Jedná se především o vlastnosti spektrální, koloidní, elektrochemické, iontově 
výměnné a sorpční. 
 
2.2.2.1 Zemědělství 
Prvotní uplatnění našly huminové kyseliny v oblasti zemědělství. Je pro ně typické, že i při 
jejich velmi nízké koncentraci v půdě se dociluje pozitivního vlivu na rostlinu. Následné 
zvýšení koncentrace HA přinese zvýšení tohoto efektu jen tehdy, zvýší-li se současně úroveň i 
dalších vnějších faktorů, například minerálních živin nebo slunečního svitu. Huminové 
kyseliny jsou v běžných půdních podmínkách pevně vázány na minerální podíl půdy a jsou ve 
vodě nerozpustné. V tomto stavu jsou ovšem fyziologicky neúčinné. Laboratorně lze sice 
připravit huminovou kyselinu v rozpustném stavu, ale po aplikaci do půdy se znovu váže na 
minerální podíl půdy a stává se opět nerozpustnou. Z pohledu zemědělské produkce jsou 
proto prakticky významné jen vodorozpustné soli huminových kyselin, především humáty 
vápenaté. 
Na trhu je uvedeno mnoho průmyslových přípravků fungujících na této bázi, které ovšem 
nejsou využitelné pouze jako hnojivo. Jejich působením se v půdě aktivují bakterie, které 
urychlují procesy rozkladu organické hmoty a dokáží tak zkrátit dobu potřebnou k tvorbě 
humusu. Nejvyšší iontovýměnou kapacitu mají staré zahradnické komposty s optimální 
humifikací. Kvalitní průmyslové komposty mají hodnoty 10krát nižší. Při tvorbě humusu 
hraje důležitou roli struktura rostlin, genotyp, osevní postup, intenzita zpracování půdy, 
hnojení, závlahy, hustota porostu, vliv stanoviště, předplodiny, dodržování půdní hygieny při 
hnojení makro a mikro prvky a další. Organická hmota jetele lučního a kukuřice humifikuje 
zcela rozdílně kvantitou i kvalitou. Při přeměně jetele vzniká více huminových kyselin, než u 
kukuřice, kde vznikají spíše fulvokyseliny. Význam humusu v půdě tedy vyplývá z toho, 
správně vytvořený humus je nezbytným činitelem při vytváření fyzikálních chemických a 
biologických vlastností půdy pro výživu rostlin. Působí jako tmelivo půdních částic a tím 
podporuje tvorbu droptovité struktury. U písčitých půd zvyšuje sorpční schopnost půdy pro 
živiny a vodu, kdežto u jílovité půdy zkypřuje a zlepšuje jejich fyzikální vlastnosti [19]. 
V půdě jsou součástí uhlíkového cyklu, zdrojem uhlíku, ale i dalších živin pro rostlinu a 
zároveň půdu dokáží oteplovat, protože jsou schopné absorbovat sluneční paprsky [16]. 
Působení huminových kyselin na rostlinu probíhá ve dvou fázích. Na jedné straně ovlivňují 
vlastnosti půdy, jako prostředí rostlin a na straně druhé přímo zasahují do metabolizmu 
rostliny a jejích buněk. Zvyšují sorpční vlastnosti půd, vytváří zásoby biogenních prvků a 
slouží jako zásoba energie pro rostlinu, kterou rostlinný organismus dovede využívat k 
různým metabolickým procesům. Zlepšení výživy rostlin je způsobeno i tím, že se zúčastňují 
chelatizace prvků biologického významu. Rostlina je tedy schopna efektivněji využívat 
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podmínek prostředí (zvyšuje se příjmová kapacita rostliny pro minerální ionty), lépe odolává 
nepříznivým vnějším vlivům a vytváří i více biomasy. Je starou zkušeností zemědělců, že 
vmíšení minerálních hnojiv do chlévské mrvy nebo do kompostů chrání tyto minerální látky a 
zvyšuje efektivitu jejich využití rostlinami. Toto tvrzení je podpořeno např. i prací O. Ložka a 
kol. [20], kdy na ozimé pšenici prokázali positivní vliv humátu sodného na kvalitativní 
složení jejího zrna. Použití humátu spolu s běžným hnojivem mělo navíc také positivní dopad 
na využití minerálních látek rostlinou, především pak dusíku. 
Huminové kyseliny reagují na oxidačně-redukční podmínky prostředí, ve kterém se 
rostliny rozvíjejí. Bylo zjištěno, že při nedostatku kyslíku ulehčují rostlinám dýchání a zvyšují 
intenzitu kořenového dýchání [21]. 
 
2.2.2.2 Životní prostředí 
Huminové kyseliny mají schopnost sorbovat těžké kovy vytvářením komplexů s funkčními 
skupinami (–COOH, –C=O, –OCH3, –SO3H, –PO3H2, –OH atd.) vázanými na povrchu 
huminových kyselin. Tvorbu komplexu huminové kyseliny a kovového iontu silně ovlivňuje 
pH prostředí. Pokud jsou takto pevně vázány těžké kovy a další xenobiotické látky, mluvíme 
o detoxikačním působení huminových kyselin. 
Toto chování s sebou nese ale i určitá rizika. HAs mohou totiž hrát i důležitou roli při 
transportu radioaktivních nuklidů, což otevírá otázku o možném uvolňování těchto látek z 
uloženého nukleárního odpadu [22]. 
Rozložení těžkých kovů v jednotlivých frakcích huminových látek není stejné. Podle studie 
zabývající se mobilitou Cd, Zn a Pb [23] mají fulvokyseliny vyšší kapacitu poutat těžké kovy 
než huminové kyseliny. Největší afinitu k HA má ze sledovaných kovů Pb, v jehož případě se 
pravděpodobně uplatňují specifická vazebná místa HA. Výsledky též potvrzují potenciálně 
vyšší mobilitu Cd a Zn v půdě ve srovnání s Pb. 
Vzájemný vztah mezi cizorodými látkami a huminovými kyselinami může být realizován 
několika typy interakcí, odlišných podle povahy cizorodé látky: 
 
Iontová vazba – pomocí ní jsou například vázány alkalické kovy a amoniak. Tento typ 
vazby vychází z působení elektrostatických sil mezi fixními náboji přítomných funkčních 
skupin a ionty vyskytujícími se v roztoku. Uvažujeme-li iontovou vazbu, potom lze ve 
zjednodušeném pohledu na huminové látky pohlížet jako na ionexy, kterým lze v některých 
případech přisuzovat vlastnosti srovnatelné se syntetickými ionexy. 
Koordinační vazba – je realizována pomocí karboxylových a fenolických funkčních 
skupin, kde zastoupení těchto dvou funkčních skupin je kromě jiného ovlivněno hodnotou pH 
a tím i mírou disociace těchto funkčních skupin. Tato vazba hraje nejdůležitější roli z hlediska 
imobilizace těžkých kovů, jež probíhá například i při samovolném čištění půdy nebo vody 
v říčních korytech. 
Kovalentní vazba – interakce vedoucí ke vzniku kovalentních vazeb zde mohou být 
rozděleny na dvě skupiny – reakce probíhající bez využití aktivity enzymů a reakce 
s využitím biokatalýzy. Interakce kovalentního typu byla prokázána na přelomu 70. a 80. let 
minulého století a jejím příkladem zde může být kovalentní vazba anthracenu na huminových 
kyselinách izolovaných ze zeminy znečištěné směsí polyaromatických uhlovodíků. Z hlediska 
sanace zemin kontaminovaných právě polyaromatickými uhlovodíky je potom možnost 
kovalentní vazby na huminové látky zvláště zajímavá, protože se zde jedná o stabilní vazbu 
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na polymerní strukturu, o které je prokázáno, že je nemutagenní a v její přítomnosti dokonce i 
některé mutagenní látky (látky schopné vyvolat genetickou mutaci) snižují svou mutagenitu. 
Vodíkové můstky – tyto vazby se i přes svůj nízký energetický obsah mohou význačně 
podílet na vazebných schopnostech mezi huminovými látkami a kontaminanty. Zastoupení 
vodíkových můstků na vazebných interakcích bylo objektivně prokázáno např. pro 
iminoskupiny v molekulách herbicidů. 
Hydrofobní interakce – tento typ vazby vzniká při kontaktu nepolárních skupin (např. 
alkylových) nesených molekulami, které se nacházejí ve vodném roztoku, kde tyto interakce 
mohou např. vycházet z působení van der Walsových sil nebo přesunu π elektronů. 
Hydrofobní interakce jsou nejčastější předpokládanou vazebnou interakcí huminových látek  
s hydrofobními a alifatickými kontaminanty. Touto interakcí je např. vysvětlována skutečnost, 
že insekticid parathion ztrácí za přítomnosti huminových látek část své toxicity. Vysvětluje se 
jí i imobilizace atrazinu a hydroxyatrazinu. Hydrofobní interakce jsou dále např. 
předpokládány v případě významné skupiny triazinových herbicidních látek [3]. 
 
K největšímu znečištění půdy v naší republice svého času přispěly velkovýrobní 
technologie, používání levných a méně kvalitních hnojiv s obsahem těžkých kovů, používání 
pesticidů, ale i znečistěné ovzduší se spady. Tyto cizorodé prvky v půdě ovlivňují činnost 
organismů a mikroorganismů ve smyslu nižší tvorby humusu v půdě. Nepříznivý vliv 
pesticidů na výskyt řady půdních organismů vede následně k narušení rovnováhy v biologické 
složce půd, což se projevuje mimojiné zvýšeným výskytem pathogenů rostlin (Pythium, 
Fusarium, Phytophthora), sníženou schopností mikroorganismů rozkládat organické zbytky  
v půdě a poté i sníženou produkcí rostlinné hmoty [24]. Dochází tak k hromadění organických 
zbytků v půdě a jejich následnému vyplavování, což je spojeno s přibližně desetinásobným 
nárůstem eroze půdy. To může vést až k desertifikaci, což je vlastně přeměna úrodné půdy 
v neúrodnou (polo-) poušť vlivem snižování obsahu organické hmoty v půdě. [25] 
Alternativou pro řešení této neuspokojivé situace by mohlo být sanování takto 
kontaminovaných lokalit pomocí huminových kyselin. Na rozdíl od organických povrchově 
aktivních látek, používaných běžně k tomuto účelu totiž dokáží následně podpořit v půdě 
biologickou aktivitu a rychleji ji tak revitalizovat. Navíc jsou to přírodní látky a jejich 
účinnost je srovnatelná s běžnými prostředky (80–90%, závisí na půdním složení).   
Experimentální zkušenosti v tomto směru byly získány mimo jiné i na půdách 
zdevastovaných chemickým provozem [26] nebo radioaktivním cesiem v důsledku havárie 
v Černobylu [21]. Z tohoto pohledu můžeme rozpustným huminovým látkám přiznat i značný 
význam enviromentální. 
 
2.2.2.3 Další použití 
V medicíně se také rozvíjí používání huminových kyselin. K používání huminových látek 
v lékařství docházelo již v antickém Řecku, ale ve střední Evropě jsou známy teprve 
posledních 200 let a to spíše v oblasti lidového léčitelství.  Huminové kyseliny mají schopnost 
zefektivnit transport minerálů a živin do organizmu, katalyzují některé enzymatické reakce a 
stimulují tak metabolizmus. Zvyšují propustnost buněčné stěny, což umožňuje nejen snadnější 
transport minerálů z krve do kostí a tkání, ale zároveň i snazší detoxikaci organizmu. Jsou 
prokázány protizánětlivé, analgetické, antimikrobiální, antivirové, antifungicidní a 
antikarcinogenní účinky. Huminové kyseliny zkracují dobu hojení ran, stimulují růst tkání a 
pletiv a jsou celkově prospěšné živým organizmům [27]. 
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Další oblasti použití těchto látek jsou například keramický a metalurgický průmysl, aditiva 
do stavebních hmot, povrchově aktivní látky, biotechnologie, biosanace ropného znečištění,  
kosmetika atd. Využití huminových kyselin v širokém oborovém spektru je předmětem 
dalšího výzkumu a vývoje. 
 
2.3 Luminiscence 
Luminiscence je emise světla látkou, jež může nastat při návratu elektronu z excitovaného 
stavu na stav základní. Do okruhu luminiscenční spektrometrie patří: 
• Molekulová fluorescenční spektrometrie 
• Molekulová fosforescenční spektrometrie 
• Chemiluminiscenční spektrometrie 
 
Elektronové stavy většiny organických molekul mohou být rozděleny na singletové 
(elektronový pár má opačný spin) a tripletové (elektronový pár má stejný spin). 
Po absorpci ultrafialového záření molekulou dojde k excitaci elektronu z jejího vibračního 
stavu na základní elektronové hladině na jednu z mnoha vibračních hladin v elektronovém 
excitovaném stavu. Obvykle jde o první excitovaný singletový stav. 
Molekula na vysoké vibrační hladině ztrácí při kolizích s okolními molekulami rychle 
energii a přechází na nejnižší vibrační hladinu. Jestliže nastane přechod na základní 
elektronovou hladinu ze singletového excitovaného stavu při současném vyzáření nadbytečné 
energie formou emise fotonu, pak hovoříme o fluorescenci. Při nezářivém přechodu nastává 
intramolekulární konverze energie molekuly. 
Hlavní charakteristiky fluorescence jsou: 
• Intensita – počet fotonů procházejících v daném směru jednotkovou plochou za 
jednotku času 
• Spektrální složení – spektrální hustota fotonového toku na jednotkový interval 
vlnových délek nebo frekvencí 
• Polarizace – směr kmitání elektrického vektoru elektromagnetické vlny 
• Doba dohasínání – je dána vnitřní dobou života excitovaného stavu, z něhož dochází 
k emisi. Úzce také souvisí s pochody vedoucími k nezářivé deaktivaci tohoto stavu. 
• Koherenční vlastnosti – vztahy mezi fázemi světelných vln [28] 
 
Pro velké množství organických molekul platí zrcadlová symetrie mezi absorpčním a 
fluorescenčním pásem. Je to způsobeno tím, že absorpce i emise z odpovídajících si 
vibračních hladin mají stejnou relativní pravděpodobnost. Většina absorbujících i emitujících 
molekul se nachází v rovnovážném vibračním stavu, přičemž vibrační struktura základního i 
excitovaného stavu mají stejnou strukturu. Výjimky této zrcadlové symetrie jsou obvykle 
důsledkem rozdílného geometrického uspořádání atomových jader v excitovaném stavu oproti 
uspořádání ve stavu základním. Energie emitovaného záření ve formě fluorescence je menší 
nebo rovna energii absorbované a díky tomu je fluorescenční spektrum dané látky posunuto 
k vyšším vlnovým délkám oproti absorpčnímu spektru. Rozdílu v energiích mezi maximy 
absorpčního a emisního pásu se říká Stokesův posuv. 
Při setrvání elektronu delší dobu v hladině tripletu může molekula přísunem energie se 
znovu dostat do vzbuzeného stavu a objeví se zpožděná fluorescence nebo energie 
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tripletového stavu může být také přenesena na jinou molekulu, která pak vysílá záření tzv. 
senzibilizovaná fluorescence. 
Při fluorescenci se uplatňuje několik důležitých zákonů a pravidel: 
• Stokesův zákon: Vlnová délka při fotoluminiscenci je větší nebo rovna vlnové délce 
excitačního světla. 
• Vavilovův zákon: Kvantový výtěžek a doba trvání excitovaného stavu složitých 
molekul v roztoku nezávisí na vlnové délce budícího záření. Z toho vyplývá obecná 
vlastnost fluorescence: Emisní spektra čistých vzorků jsou nezávislá na vlnové délce 
excitace. 
• Kashovo pravidlo: Před emisí fluorescenčního kvanta dochází obvykle k relaxaci 
vibrační energie a vnitřní konverzi, takže fluorescenční přechod nastává z nejnižší 
vibrační hladiny prvního excitovaného stavu S1. 
  
Zřídka dochází k obrácení spinu excitovaného elektronu a molekula se dostává do 
tripletového excitovaného stavu. Jestliže při návratu molekuly do základního vibračního stavu 
ztrácí elektron energii ve formě fotonu, jedná se o fosforescenci. 
Původně se oba fenomény odlišovaly tím, zda-li jsou zjistitelné prostým okem pouze při 
osvitu emitující látky nebo i poté, co osvit skončil. Pokud emise záření skončila ihned 
s osvitem, byla označována jako fluorescence. Pokud trvala i po skončení osvitu, byl jev 
označován jako fosforescence. 
Doba trvání tripletového excitovaného stavu může být i větší než 10 s, ale doba trvání 
singletového excitovaného stavu je pouze v řádu 10-8–10-5 s. Také záření vyzařované při 
fosforescenci má vyšší vlnovou délku, než záření fluorescenční. Na obrázku (Obr. 4) jsou 
zobrazeny zářivé a nezářivé přechody mezi excitovanými (vybuzenými) a základními 
vibračními stavy. 
Vztah mezi fluorescencí a fosforescencí je obvykle nepřímo úměrný, intenzita fluorescence 
vzrůstá, je-li fosforescence látky malá. Obecně je intenzita luminiscence ovlivněna teplotou, 
viskozitou prostředí, vlastnostmi rozpouštědla, aciditou prostředí, koncentrací vzorku atd.. 
   
Fluorescenční fotometry používají k vymezení vlnové délky excitačního a emisního záření 
filtrů. Náročnější fluorescenční spektrofotometry mají dva mřížkové monochromátory. Tyto 
dvoupaprskové spektrometry umožňují kompenzovat kolísání zdroje. 
Zdroj záření musí mít dostatečnou intenzitu, často se používá rtuťová výbojka nebo 
vysokotlaká xenonová výbojka (případně laser). 
V praxi se fluorescence využívá v textilním průmyslu, kdy se textilie impregnují tzv. 
optickými zjasňovači, což jsou silně fluoreskující látky. Ideální optický zjasňovač absorbuje 
v blízké UV oblasti a emituje ve viditelné oblasti s vysokým kvantovým výtěžkem. Tím se 
dosáhne dojmu, že textilie více „září“. [29] 
 
Použití fluorescence, fosforescence: 
Studium molekul s rozsáhlým systémem konjugovaných dvojných vazeb. Zkoumání 
struktury xanthenových derivátů, porfirinů, alkaloidů, hormonů, vitamínů, aromatických 
sloučenin, salicylátů, polykondenzovaných sloučenin, heterocyklických sloučenin, proteinů a 
molekul DNA. Dále pak stanovení kovových iontů vázaných v komplexech a v posledních 
letech se rozvíjí také výzkum fluorescence v oblasti biomedicíny. Dalším příkladem může být 
stanovení koncentrace vitamínu E v krevním séru. 
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Analýza surové ropy pomocí fluorescence má již také více než šedesátiletou tradici. 
Podobně jako u huminových látek je důsledkem přítomnosti aromatických uhlovodíků a je 
ovlivněna mnoha faktory. Největší roli hraje chemické složení, dále pak viskozita a optická 
hustota [30]. 
 
 
Obr. 4 Jablonského diagram 
 
2.3.1 Měření fluorescence 
Měření fluorescence může být realizováno na přístrojích čtverého typu [31]: 
spektrofluorimetry – měří střední signál celého vzorku umístěného obvykle v kyvetě nebo 
v jamce mikrodestičky 
fluorescenční mikroskopy – slouží k pozorování fluorescence dvojrozměrných nebo 
trojrozměrných mikroskopických objektů 
fluorescenční skenery – měří fluorescenci dvojrozměrných makroskopických objektů 
(elektroforetické gely, chromatogramy) 
průtokové cytometry – měří fluorescenci velkého množství jednotlivých buněk a umožňují 
identifikaci a separaci jejích subpopulací. 
Spektrofluorimetry mají zdroj budícího záření v ultrafialové a viditelné oblasti spektra.  
 
Měření excitačních, emisních a excitačně emisních (EEM – excitačně emisní matice) 
fluorescenčních spekter huminových kyselin byla realizovaná na přístroji Aminco Bowman 
pomocí programu AB2 (Obr. 5) . Excitační spektrum je závislost relativní intenzity na vlnové 
délce při konstantní vlnové délce emitovaného záření. Emisní spektrum je závislost intenzity 
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fluorescence na vlnové délce při konstantní vlnové délce budícího záření. Excitačně emisní 
matice vzniká spojením excitačního a emisního spektra směsi fluoroforů do dvojrozměrného 
nebo trojrozměrného obrazu, kde je na jedné ose excitační vlnová délka, na druhé ose je 
emisní vlnová délka a na svislé ose je vynesena relativní intenzita fluorescence. V nastavení 
přístroje můžeme měnit velikost skenované oblasti nebo velikost kroku skenování, a to na 
excitační i emisní ose. Typickou oblastí využití tohoto skenu je například zjišťování čistoty 
látek. 
 
 
Obr. 5 Přístroj Aminco Bowman 
 
Spektrofluorimetr se skládá ze: 
• zdroje světla, 
• monochromátoru excitačního světla, 
• kyvetového prostoru, 
• monochromátoru emisního spektra, 
• detektoru s vyhodnocovacím zařízením. 
 
Jednodušší přístroje zvané fluorimetry mají místo nákladných monochromátorů světelné 
filtry. V přístroji Aminco Bowman je jako zdroj světla použita xenonová lampa, což přináší 
řadu výhod. Na rozdíl od často používané rtuťové výbojky má spojité spektrum od 
ultrafialových vlnových délek  až po blízké infračervené vlnové délky. Tato lampa se v oblasti 
viditelného světla velmi blíží přírodnímu dennímu světlu, což je obzvlášť výhodné pro měření 
excitačních spekter. 
Monochromátor je zařízení separující z bílého (polychromatického) světla jen jeho část o 
určité vlnové délce. Skládá se z přesně nastavitelné vstupní štěrbiny a zařízení, jež dokáže 
rozložit světlo ve spektrum. K separaci se většinou používá optický hranol, optická mřížka 
nebo interferometr. Cílem nastavení monochromátoru je zaostřit světlo na štěrbinu tak, aby 
bylo dosaženo maximálního průchodu co do intenzity. 
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Natočením hranolu nebo mřížky se usměrní určitá část spektra ve směru jeho dalšího 
postupu přes výstupní štěrbinu, opět přesně nastavitelnou, a to na stejnou šířku jako štěrbina 
vstupní.  Následně pak tento již monochromatický paprsek (o známé vlnové délce) vstupuje 
do kyvety se vzorkem a přes ni na detektor s vyhodnocovacím zařízením, nejčastěji v úhlu 
90 stupňů [32]. 
3D emisní funkce umožňuje nejen vytvořit excitačně emisní matici, ale má mnoho dalších 
variant, které se od sebe odlišují nastavením, provedenou akcí a účelem svého použití. 
Umožňují například sledovat reakční proces v závislosti na čase (tzn. reálný čas nebo časový 
krok) nebo spustit sken až po určité události (daná událost nebo čas).  
Program AB2 je vybaven funkcí autorange (automatické nastavení napětí, při kterém lze 
měřit), která zabraňuje poškození přístroje (saturace detektoru). Příliš koncentrované vzorky 
nelze měřit z důvodu možnosti spálení lampy a signály příliš zředěných vzorků zase nelze 
zesílit na tolik, aby byly měřitelné. Podle výrobce jsou data naměřená při vyšším napětí než 
900 V zatížena i větší chybou. 
 
2.3.2 Fluorescence huminových kyselin 
Fluorescence je široce využívaná k charakterizaci huminových kyselin a slouží především 
k jejich klasifikaci a roztřídění dle původu. Je o nich schopna poskytnout mnoho informací 
týkajících se struktury, konformace a dynamických vlastnostech souvisejících s jejich 
intramolekulárními a intermolekulárními interakcemi [33]. Je to dáno především díky její 
relativně vysoké citlivosti a nízkým odchylkám měření. Další výhody jsou, že se jedná o 
nedestruktivní metodu, která je experimentálně jednoduchá, analýza vyžaduje jen malé 
množství vzorku a některé vzorky mohou být měřeny v takových koncentracích, ve kterých se 
vyskytují běžně v prostředí [34] [35]. 
Fluorescence huminových látek byla předmětem studia již mnoha prací, ale přesný původ 
fluorescence v molekulách těchto látek není dodnes zcela objasněn. Fluorescenci huminových 
látek lze vysvětlit několika způsoby, ale v zásadě bývá přičítaná jejich struktuře a 
chemickému složení. Podstatnou roli v této teorii hraje právě přítomnost aromatických 
struktur nebo systému konjugovaných nenasycených vazeb, jež umožňují delokalizaci 
elektronů. Cory a McKnight vysvětlují fluorescenci huminových látek jako vliv jejich třinácti 
složek (sedm chinoindního typu, dvě odvozeny od amino kyselin a čtyři skupiny molekul jsou 
zatím nezařazeny). Peuravuori a kol. rozdělil fluorescenční spektrum podle určitých vlnových 
délek na několik regionů a předpokládal, že za fluorescenci je odpovědno několik 
polycyklických látek, které se následně pokusil identifikovat podle jejich charakteristických 
fluorescenčních vlnových délek [36]. 
Fluorescence huminových kyselin může byt ovlivněna mnoha faktory. Největší roli hraje 
původ a stáří vzorků, ale zanedbatelný není ani vliv pH, koncentrace a přítomnost některých 
paramagnetických kovových iontů (Fe+3, Cu+2), které mohou způsobovat její zhášení [33][37].  
Huminové látky respektive huminové kyseliny se dají charakterizovat přítomností 
lokálních maxim intenzity ve fluorescenčních spektrech. Fluorofory odpovědné za tyto 
maxima jsou v literatuře značeny různě např. α a α' [38], A a C [39] nebo 1 a 2 [40]. Jejich 
poloha je v případě emisních spekter závislá na použité excitační vlnové délce, u excitačních 
spekter je závislá na emisní vlnové délce. Relativní intenzita je pak spojená se stářím a 
původem těchto látek. Každé z těchto dominantních maxim může být vysvětlováno jako 
celkový příspěvek několika složek, vyznačujících se podobnými emisními či excitačními 
spektry a s podobnou závislostí na pH. 
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Různé laboratoře ovšem při studiu fluorescence HS používají odlišné emisní a excitační 
vlnové délky. Nejčastěji používané jsou excitace 360 nm, 450 nm a emise 500 nm, 520 nm. 
Může ale dojít k tomu, že daný vzorek při této konkrétní excitaci neemituje, případně jeho 
emise je nedetekovatelná, nebo zaznamenáme široký pás nikoliv pík, upřesnění maxima je 
pak obtížné. Z tohoto důvodu je pak porovnávání jednotlivých studií problematické. 
Východiskem z této situace by mohlo být použití metody EEM pro zmapování celého spektra 
a následné určení optimální excitační nebo emisní vlnové délky. 
HAs obecně podle literatury vykazují nižší intenzitu fluorescence než je tomu v případě 
FAs. Je to dáno tím, že vysoká intensita fluorescence je spojená s nízkou molární hmotností, 
nízkou aromaticitou a stupněm kondenzace. 
Co se týká poměru dvou píků α'/α,  ten je naopak u HA vyšší než případě FA a mění se 
také s hloubkou ze které byly vzorky odebrány. S hloubkou sondy roste tento poměr maxim, 
což lze považovat za následek zrání a rozkladu organické hmoty. V případě vodních 
ekosystémů může být tento poměr využit k odlišení půdních HS od těch, pocházejících přímo 
z vodního prostředí.  U vzorků z otevřeného moře je poměr α'/α vyšší, díky omezenému 
příspěvku α fluoroforů v těchto prostředích [41]. 
Vedle α fluoroforu , jež je charakteristický pro půdní vzorky, se mohou v EEM spektru 
objevovat i fluorofory další. Po této stránce jsou bohatší spektra z pobřežních a mořských 
oblastí než čistě půdní vzorky.  Jedná se například o γ a δ fluofory, které mají bílkovinný 
původ a vznikají důsledkem činnosti fytoplanktonu nebo fluorofor β, jež je typickým znakem 
o původu mořském (Obr. 6)(Obr. 7) [38]. Fluorofor β má svůj původ v látkách typu tyrosin 
nebo tryptofan a jeho intensita fluorescence je silně závislá na koncentraci dusíkatých 
sloučenin ve vzorku [42]. Rozdíly ve fluorescenčních spektrech mezi kontinentálními a 
mořskými vodními vzorky mohou mít původ v míšení dvou typů organické hmoty, která je 
pro každé toto vodné prostředí specifická. 
Zrání a tedy i stáří organického materiálu má také velký vliv na rozmanitost EEM spektra. 
Čím jsou vzorky starší, tím jsou chudší na spektrální rysy a jejich EEM spektra jsou více 
podobná půdním vzorkům.  
Struktura huminových kyselin se mění také z hloubkou, ze které byly vzorky odebrány. 
Bylo zjištěno, že HAs odebrané ze svrchní povrchové půdní vrstvy (0–85 cm) obsahují více 
alifatických složek s relativně velkou četností karboxylových skupin zatímco HAs z větších 
hloubek (85–195 cm) vykazují vyšší aromaticitu a přítomnost polysacharidických struktur 
[43]. Hodnoty intenzit fluorescence se napříč půdním profilem snižují s hloubkou sondy [44]. 
 22 
 
Obr. 6 3D EEM spektrum s popisem fluoroforů podle Parlanti a kol. 
 
Obr. 7 Horizontální řez EEM spektrem s popisem fluoroforů podle Parlanti a kol. 
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2.3.2.1 Vliv pH na intensitu fluorescence 
Je všeobecně známo, že pro vodní i půdní huminové látky je charakteristická závislost 
intensity fluorescence na různém pH. Nárůst či pokles intensity fluorescence je ovšem při 
různém pH různý. V případě, že budeme mluvit o fluoroforech α a α', jejichž přítomnost 
charakterizuje huminový původ u vodních vzorků, má intensita fluorescence vzestupnou 
tendenci až do oblasti hodnot pH 8–10. Následně pak se vzrůstající alkalitou prostředí 
intensita pozvolna klesá. Fluorofor α' se vykazuje výrazně vyšší intensitou oproti α v celé 
škále pH [39] [45]. 
Existuje několik teorií objasňující změnu v intensitě fluorescence s měnícím se pH. Podle 
Laane a kol. je to možné pravděpodobně díky změnám v molekulovém orbitalu, ke kterým 
dochází vlivem excitovaných elektronů. To by mohl být následek ionizace fluorescenčních 
molekul vlivem změny v pH [46].  
Další možné vysvětlení tohoto jevu bývá spojováno s makromolekulární konfigurací 
huminových látek. Pevnější a méně ohebné struktury totiž poskytují lepší fluorescenční 
výtěžky. Ghosh a Schnitzer [47] se zabývali měřením povrchového tlaku a viskozity 
huminových sloučenin. Z jejich práce vyplývá, že se struktura těchto látek mění v závislosti 
na změně prostředí, ve kterém se nacházejí. Došli k závěru, že při vysokých hodnotách pH je 
struktura  huminových látek spíše lineární, zatím co při klesajícím pH je podobna klubku. 
Tento závěr by tedy mohl vysvětlovat, proč se zvyšujícím se pH zároveň dochází i k nárůstu 
intensity fluorescence. Při nízkém pH mohou být totiž některé fluorofory maskovány uvnitř 
této struktury, kdežto při vzrůstajícím pH dochází k linearizaci makromolekulární struktury a 
fluorofory, které nejsou teď ničím maskované mohou fluoreskovat a zvyšují tak intensitu 
fluorescence. 
Existuje ještě třetí teorie, která by mohla vysvětlovat zvýšení intensity fluorescence 
s nárůstem pH. Je založena na přítomnosti kovových iontů v huminových látkách a nárůst 
intensity fluorescence je přičítán komplexotvorným a dekomplexotvorným procesům 
probíhajícím mezi těmito látkami a kovovými ionty. Je totiž známo, že přítomnost některých 
kovových iontů může ovlivňovat intenzitu fluorescence. [39] 
Relativní intenzita fluorescence může být také snížena přítomností některých solí (MgCl2, 
KBr, NaCl aj.), které způsobují zhášení fluorescence [58] [59].  
 
2.3.3 EEM spektra 
Toto měření úplné fluorescence se stále více používá při analýze směsí fluoroforů nebo 
neznámých vzorků. Jedná se pak zejména o charakterizaci aromatických látek, vzorků uhlí, 
půd, ropných látek a také komplexů huminových kyselin s kovy. EEM může být také použito 
k rozlišování půdních a vodných HS, a také k odlišení HA od FA, které pocházejí ze stejného 
zdroje [33]. Spojení excitačního a emisního spektra nám umožní zjistit nejen přesné polohy 
maxim, ale zároveň získáme i komplexní obraz celého spektra ve vymezených vlnových 
délkách. Tedy na rozdíl od samotného emisního či excitačního spektra poskytuje více 
spektrálních informací o dané směsi. 
Intensita fluorescence emitovaná vzorkem závisí na použité excitační a emisní vlnové 
délce. EEM obsahuje všechny stacionární stavy fluorescenčních vlastností fluoroforu a 
intensita fluorescence (I) při užití jednotlivých excitačních a emisních párů je pak popsána 
vztahem: 
ijjiij essI +=
Temex )( ,                    (1) 
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kde sex a sem jsou excitační a emisní spektrální vektory a eij je jejich zbytková chyba. Indexy i 
a j značí i-tou excitační nebo j-tou emisní vlnovou délku. 
V případě, že spektrum obsahuje několik fluoroforů, závisí pak jejich souhrnná intensita na 
součtu intensit jednotlivých EEM. V maticovém zápisu EEM vzorků může být vyjádřena jako 
I(nex, nem), kde nex a nem vyjadřují n excitačních respektive emisních vlnových délek. Její 
kvadratický rozklad může být následně popsán touto rovnicí: 
 
 ESSI += Temex )( ,                   (2) 
 
kde matice Sex(nex,nf) a Sem(nem,nf) obsahují excitační a emisní spektra nf floroforů. E(nex, nem) 
je zbytková chyba matice popisující odchylky, které nejsou zahrnuty v ( Temex )(SS ) [34]. 
Jak již bylo popsáno výše, jsou huminové látky tvořeny směsí různých látek organických. 
Byly realizovány i studie zabývající se analýzou EEM spekter směsí látek o kterých se 
předpokládá, že by mohly být v huminových látkách přítomny, s cílem identifikace 
jednotlivých složek. Spektrum huminových látek v sobě tedy odráží jednotlivé fluorescenční 
příspěvky těchto složek a celkový obraz tak vzniká vzájemnými překryvy jejich emisních či 
excitačních spekter. Na druhou stranu je známo, že fluorescence může být důsledkem 
intramolekulárních interakcí, při niž dochází k přenosu náboje z donorových hydroxylových 
skupin aromátů na akceptorové skupiny chinonů. Z tohoto důvodu se tedy nelze na 
fluorescenční spektra dívat pouze jako na překryv vzniklý množstvím nezávislých fluoroforů. 
Metoda EEM byla využita u vodných vzorků jako pomůcka při sledování HS v řekách 
nebo jejich přímořských deltách a ke stopování zdroje jednotlivých složek HS. Bylo zjištěno, 
že pomocí EEM lze určit nejen potencionální výskyt odlišné HS, ale dokonce i její 
procentuelní zastoupení v dané směsi [37] [48]. 
Tato metoda má také obrovský využitelný potenciál v oblasti posuzování stupně zrání 
kompostů a půd [49][50]. 
Mezi nevýhody tohoto typu měření patří dosti velké nároky na čas, potřebný ke skenování 
celé oblasti a vlnovou délkou omezená reprodukovatelnost naměřených dat s tím spojená. Na 
druhé straně ovšem nelze pominout přínos velkého množství informací, které nám o dané 
směsi dokáže poskytnout a umožňuje nám tak širší komplexnější pohled. Ve srovnání 
s ostatními metodami to je tedy relativně rychlá analýza, protože nám umožňuje během 
jednoho měření identifikaci celé řady sloučenin. Dále je třeba také zdůraznit, že různé části 
EEM jsou snímány v různém čase. To znamená, že tento koncept je nevhodný pro měření 
časově proměnné intenzity fluorescence. Pokud bychom chtěli měřit časově rozlišenou 
fluorescenci, potřebovali bychom jiný spektrofluorimetr než ten, který je použitý v této práci a 
laserový zdroj záření. 
Je nutno podotknout, že existují také různé kombinace EEM s dalšími vícerozměrnými 
datovými analýzami, které umožňují tento čas významně zkrátit [51]. 
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2.4 Literární rešerše 
V posledních letech se huminové látky dostávají stále více do popředí lidského zájmu a 
rozšiřuje se vědecký výzkum v této oblasti. S nadsázkou lze říci, že jejich atraktivita pro 
člověka roste přímo úměrně se znalostmi, které o nich máme. Jsou to až neuvěřitelně 
univerzální látky, bez nichž by život na Zemi nebyl možný a v ekosystémech zastávají 
nespočetně důležitých rolí. Tato jejich polyfunkčnost je dána především faktem, že se jedná  
o směs mnoha různých látek. 
Z hlediska pochopení jejich funkce v ekosystému a cyklu ve kterém obíhají je nezbytné co 
nejpodrobněji popsat jejich strukturu a s tím spojené chování. Jelikož se jedná o heterogenní 
směs látek, lze k její charakterizaci využít mnoho fyzikálně chemických instrumentačních 
technik. Pro popis těchto látek se nejhojněji využívají následující metody: Hmotnostní 
spektrometrie, NMR (Nuclear Magnetic Resonance), FTIR (Fourier Transform Infrared 
Spectroscopy) spektroskopie, UV/VIS (Ultraviolet-Visible) spektroskopická analýza, 
fluorescenční spektroskopie, EPR (Electron Paramagnetic Resonance), HPSEC (High 
Performance Size Exclusion Chromatography) a mnoho dalších. Každá z těchto technik nám 
poskytne jiný úhel pohledu na problematiku huminových látek.  Celkový obraz jejich 
fyzikálních a chemických vlastností si pak můžeme vytvořit na základě kombinace různých 
technik [5] [14] [52]. 
Huminové látky pocházející z různých zdrojů se od sebe velice výrazně odlišují. Jsou velké 
rozdíly mezi půdními, vodními nebo lignitickými vzorky. Povaha látek je totiž ovlivněna 
např. lokalitou nálezu, okolním pH, stářím, zpracováním vzorku a dalšími faktory. Cílem 
vědeckého bádání je tedy výzkum huminových látek různého původu, ať už samostatně nebo 
v kombinaci s dalšími, a snaha o vysvětlení těchto odlišností. Za tímto účelem se hojně 
využívá právě fluorescenčního měření, které v sobě spojuje měření excitace, emise či 
synchronní měření při konstantním rozdílu mezi monochromátory. 
Fluorescence huminových kyselin je obecně závislá např. na původu zdroje, molekulové 
hmotnosti, koncentraci, pH, iontové síle, teplotě a s ní spojené viskozitě, redoxním potenciálu 
prostředí a interakcích mezi kovovými ionty a organickými látkami [15]. 
Conte a kol. ve své práci navázali na strukturní model supramolekuly a rozvinul jej. 
Lignitickou HA rozdělil podle molekulové hmotnosti na jednotlivé frakce a zjistil, že frakce 
s největší molekulovou hmotností je bohatší na alkylové a aromatické sloučeniny, zatímco 
frakce o nižší molekulové hmotnosti vykazuje větší polaritu a obsahuje velké množství 
různých sloučenin podobných alifatickým uhlovodíkům. Intensita fluorescence je u frakce 
s většími částicemi nižší, zatímco u malých vzrůstá. Interakce mezi většími částicemi jsou 
pevné, vytvářejí tak několik hydrofobních agregátů s nízkou mobilitou. U menších částic je 
situace opačná a tedy snižují „tuhost“ konformace. Shlukují se do velkého množství malých 
hydrofilních agregátů, které mají vyšší mobilitu v rámci supramolekuly [17]. 
Adam Zsolnay a kol. studovali jaký vliv má sušení izolovaných preparátů na relativní 
intenzitu fluorescence nefrakcionalizovaného organického materiálu v půdách. Došli 
k závěru, že nejšetrnější variantou je sušení vzorků vzduchem při pokojové teplotě, které 
nepůsobí významné změny v emisních spektrech na rozdíl od sušení v sušárně za použití 
vysokých teplot. Emisní spektra více kondenzovaných huminových látek mají tendenci 
posouvat se směrem k vyšším vlnovým délkám. V případě sušení vzduchem byl tento posun 
minimální, ale při použití vysokých teplot se stával markantnějším až to té míry, že rozdíly ve 
fluorescenci mezi dvěma vzorky různého původu byly nepatrné. Při měření spekter 
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fulvinových kyselin pomocí fluorescenční spektroskopie bylo zjištěno, že emisní spektrum je 
méně ovlivněno koncentrační chybou než excitační nebo synchronní měření [53]. 
V jiné studii bylo zjištěno, že k odlišení HA a FA je vhodnější použití metody synchronní 
(SFS), kde jsou lépe viditelnější rozdíly mezi hlavními fluorofory ve struktuře huminových 
látek [4]. 
Pro excitačně-emisní spektra běžných půdních huminových kyselin jsou tedy 
charakteristické vyšší vlnové délky maxima a nízká relativní intensita fluorescence,  což značí 
přítomnost kondenzovaných aromatických kruhů a dalších nenasycených vazeb a vysoký 
stupeň konjugace. Toto chování může být také spojováno s vysokou molekulovou hmotností 
složek. Fulvinové kyseliny se naopak vyznačují fluorescenčním píkem v oblasti nižších 
vlnových délek pod 450 nm s vysokou intensitou. To vypovídá o nízkém obsahu 
aromatických skupin, přítomností elektron-donorových skupin (–OH, –CH3, a aminoskupiny) 
a celkově nižší molekulové hmotnosti [5] [54]. Stejné fluorescenční vlastnosti mají i uměle 
připravované huminové kyseliny nebo HAs, které mají svůj původ v půdách osídlených 
houbami [35]. 
Fluorescenční měření formou EEM je využívané často pro přesné definování 
fluorescenčních maxim, a proto je vhodné k rozlišování HS různého původu, izolovaných 
z různých zdrojových matric. J. Alberts a kol. využili tuto techniku měření pro zmapování 
celého spektra huminových látek s cílem popsat zákonitosti panující při popisu spekter a 
určování jejich původu. Jako referenční materiál byla použita série vzorků od společnosti 
International Humic Substance Society (IHSS) [52]. EEM spektra vodních vzorků, půdních 
standardů FAs a FAs extrahovaných z rašeliny byla charakteristická přítomností dvou 
fluorescenčních píků. První se nacházel v ultrafialové oblasti excitační osy (250 nm) a druhý 
v oblasti vyšších vlnových délek a ve viditelné oblasti (320–450 nm). Tyto píky reprezentují 
říční nebo sladkovodní huminový materiál a jsou charakteristické pro toto prostředí. Ve 
spektrech pevninských HAs byl navíc přítomen další pík, který byl lokalizován v oblasti 
vyšších vlnových délek emisní osy (nad 450 nm). Tento pík pravděpodobně reprezentuje 
vysoce konjugované fluoroforní systémy. Také polohy prvních dvou píků byly u pevninských 
HAs posunuty směrem k vyšším vlnovým délkám a to jak při excitaci tak při emisi. To může 
být způsobeno tím, že HA nejsou stejné povahy (proteinové) jako u vodních vzorků  a pokud 
jsou, tak mají odlišnou konformaci. Panuje také názor, že reprezentují půdní HAs ze 
sedimentů a vypovídají tak o čistě kontinentálním původu. Rozdíly v intensitách fluorescence 
byly mezi jednotlivými vzorky také někdy velice markantní. Největší intensity fluorescence 
vykazovaly půdní a především vodní FAs. Na základě posunu maxim v EEM spektru se 
snažili identifikovat fluoreskující sloučeniny ve vzorcích. Došli k závěru, že rozdíly v poloze 
maxima nemusí zcela souviset jen s přítomností konkrétní látky, ale důležitou roli zde sehrává 
také její uložení a začlenění uvnitř molekulární struktury [40]. 
Podobných výsledků dosáhl ve své práci i M.M.D. Sierra a kol., který také mapoval a 
následně srovnával fluorescenční EEM spektra vzorků HS různého původu. Zabýval se 
převážně vodními HS. Dva píky charakteristické pro HS nazval α’ a α a pozoroval i jejich 
posun v případě HAs. Ve spektrech objevil i další píky (β,γ,δ), jež souvisejí s původem a 
stářím HS. Vzorky z mořských nebo přímořských zdrojů jsou bohatší na spektrální rysy, než 
starší nebo čistě půdní vzorky. Na rozdíl od Albertse a kol. zvolil širší oblast skenu a lépe tak 
zmapoval i oblasti nižších vlnových délek. Pomocí EEM také zjistil, že pro excitační sken 
HAs je nejoptimálnější vlnová délka emise asi 520 nm. Intensity píků α a α’ byly u různých 
vzorků HS odlišné. Ovšem poměr α’/α těchto intensit byl nejvyšší u vzorků z otevřeného 
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oceánu, a díky nízkému příspěvku α fluoroforů v tomto prostředí. Tento poměr intensit je 
ukazatelem zrání půdy, silně závisí na stupni humifikace a jeho hodnota se zvyšuje úměrně 
s hloubkou [41]. 
Jak již bylo zmíněno v emisně-excitačním spektru vznikají překryvy jednotlivých 
fluoroforů a to souvisí také s přenosem energie uvnitř systému. Z tohoto důvodu mohou být 
některé fluorofory ve spektru špatně čitelné nebo zcela zaniknou vlivem překryvů ostatních 
fluoroforů. Tuto teorii podporuje i práce Maie a kol. [42]. V případě vodných vzorků 
z přímořských oblastí se ve fluorescenčním spektu objevuje β pík, jež je lokalizován 
v oblastech nižších vlnových délek 280/325 nm (λex/λem). Jeho prekurzorem jsou převážně 
látky na bázi proteinů, ale i další organický materiál (polyfenoly), jehož fluorescenční 
charakteristika je podobná. Intensita beta píku vzrůstá se zvyšující se koncentrací dusíkatých 
látek a při dodržení určitých podmínek může být použita k určování koncentrace 
rozpuštěných dusíkatých organických sloučenin. 
Metoda EEM může být také využita při sledování změn ve stavu a struktuře půdy [55] 
nebo kompostu. Antízar-Ladislao a kol. [49] tuto metodu použili při sledování chování 
huminových a fulvinových kyselin během kompostování v půdě, která byla kontaminovaná 
uhlím a dehtem. Podle intensity a posunu hlavního maxima k vyšším vlnovým délkám na 
excitační ose vyhodnocovali postupné zrání a humifikaci kompostu. Jejich rozsah měření byl 
u emise 280–600 nm a v případě excitace 200–500 nm. Ve fluorescenčním spektru 
identifikovali dva dominantní píky a podle vlnových délek jejich lokalizace jim přiřadili 
huminový nebo fulvinový charakter. Hlavní pík byl umístěn v oblasti 338/440 nm (λex/λem), 
což svědčí o jeho huminovém původu a druhé maximum se nacházelo v oblasti 239/430 nm 
(λex/λem). Posun obou píků k vyšším vlnovým délkám a vyšší intensita fluorescence může také 
značit postupné utváření agregátů s větší molekulovou hmotností a větší četnost 
polykondenzovaných struktur během procesu humifikace. 
Zráním a strukturním změnám organického materiálu v kompostu se věnovali i 
Marhuenda-Egea a kol. [50]. V EEM spektru identifikovali celou řadu píků umístěných 
v odlišných Ex/Em regionech (280/340 – β pík, 285/425 – fulvinový pík, 335/436 – huminový 
pík). Popis EEM spekter může být někdy velice obtížný. K tomuto účelu byl navržen postup, 
kdy je celé spektrum rozděleno podle vlnových délek na několik regionů (5), ve kterých se 
objevují píky s charakteristickým původem. Došli ke stejným závěrům jako výše uvedení 
autoři a to, že během zrání kompostu klesá podíl sloučenin odvozených od tyrosinu a 
tryptofanu. Fluorescenční píky se posouvají do oblasti vyšších vlnových délek a tím i vzrůstá 
podíl huminových kyselin. Další zdokonalování této techniky by mohlo poskytnout poměrně 
rychlou metodu k hodnocení vhodnosti kompostů pro půdní aplikaci, která poskytne o daném 
materiálu vypovídající výsledky. 
Jeden z faktorů ovlivňující fluorescenci huminových kyselin je koncentrace a to díky 
efektu vnitřního filtru (IFE). IFE způsobuje velké odchylky a narušuje tak jinak lineární vztah 
mezi intensitou fluorescence a koncentrací vzorku. G. Antunes a kol. [34] zkoumali u půdních 
vzorků huminových a fulvinových kyselin vliv jejich koncentrace na intensitu fluorescence. 
Na vytváření 3D EEM spekter použili emisně-excitační krok 5/5 nm a jejich oblast skenování 
byla rozměrově přibližně shodná s oblastí, která byla sledovaná v této diplomové práci. Také 
použitý krok je z našeho pohledu optimální, protože je vždy nutno volit mezi požadovanou 
přesností a časovou náročností měření (jeden sken spektra těchto rozměrů s výše zmíněným 
krokem zabere přibližně 1 hodinu). 3D spektrum HS bývá charakterizováno přítomností píku 
se širokým emisním pásem. Dále v něm můžeme nalézt ostře ohraničený pás píků, které 
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vznikají rozptylem světla. Jsou více patrny u vzorků s nižší koncentrací, kde je fluorescenční 
signál huminových látek slabý. K odstranění těchto píků rozptýleného záření použili metodu 
MCR-ALS (Multivariate curve resolution alternating least squares). Zjistili také, že intensita 
fluorescence roste lineárně spolu se vzrůstající koncentrací jen při relativně nízkých 
koncentracích HS v roztoku. V případě jejich vzorků dochází k zvětšování odchylek od 
linearity, v rozmezí koncentrací 30–60 mg·dm-3, což je způsobeno efektem IFE (inner filter 
efekt). 
Tento fenomén byl pozorován také v práci J. Mobed a kol. [33]. Pracovali se vzorky HAs a 
FAs od společnosti IHSS a se vzrůstající koncentrací zaznamenali posun maxima 
fluorescence k vyšším vlnovým délkám v excitačně-emisním spektru. Tento zdánlivý posun je 
způsoben efektem IFE, který ovlivňuje absorbanci v krátkovlnné oblasti spektra v má tak za 
následek útlum emise fluorescence. Změny ve spektrálních rysech HS vlivem koncentrace 
mohou také souviset s měnící se strukturní agregací. 
Studiem vlivu pH na intensitu fluorescence pomocí EEM se zabývalo několik autorů. 
Patel-Sorrentino a kol. [39] studovali fluorescenci vodných vzorků huminových látek 
pocházejících z povodí Amazonky. Ve spektru identifikovali dva hlavní píky, v oblasti 
nižších (245–260 nm) a vyšších (325–340 nm) excitačních vlnových délek. Oba píky se 
nacházely v oblasti emise 430–460 nm. Zajímali se o vliv pH na poměr intensit těchto píků. 
Intensita fluorescence obou píků se s rostoucím pH zvyšovala až do pH 10–11, následně byl 
zaznamenán slabý pokles až do pH 12. Pík nacházející se v oblasti nižších vlnových délek 
vykazoval vyšší intensitu při všech hodnotách pH. Poměr intensit hlavních píků měl v celé 
škále pH lineární průběh a nebyl ovlivněn velikostí částic. Tento poznatek ovšem není 
podložen žádným teoretickým principem a příčina lineárního průběhu tak nebyla dosud 
definovaná. 
Hao Chen a kol. studoval vliv pH na fluorescenci u uměle připravených huminových 
kyselin a jejích solí. Spektra těchto látek měla podobné rysy jako u vodních vzorků 
Sorrentina, ale k poklesu intensity došlo už při pH 8. Vedle huminových složek identifikovali 
ve směsi huminové kyseliny další složku mající bílkovinný původ (pravděpodobně 
v tryptofanu). Narozdíl od složek huminových, ale její intensita fluorescence nevykazovala 
žádnou závislost na pH [45]. 
Podle některých autorů může během změny pH docházet i k posunu polohy některých 
fluoroforů. Vzrůstající pH u půdních vzorků má za následek posun maxima směrem k vyšším 
vlnovým délkám a u vzorků vodních k délkám kratším. V případě Patel-Sorrentinovi práce 
[39] se to sice nepotvrdilo, ale zmíněné posuny k vyšším či nižším vlnovým délkám 
pozoroval ve své práci Mobed [33]. Posun k vyšším vlnovým délkám v případě půdních 
huminových kyselin, může být přičítán změnám ve fluorescenčních charakteristikách 
kyselých funkčních skupin nebo také změně v molekulární prostorové konformaci. Naopak 
posun k nižším délkám u vodních vzorků může být způsoben postupnou izolací několika 
fluoroforů, která je zapříčiněna změnou v prostorové konformaci molekuly vlivem pH ve 
vodném prostředí. 
Jak již bylo řečeno, je poloha a intensita fluoroforů spojená s původem vzorků HS.  
Szombathová a kol. [35] zkoumali rozdíly v EEM spektrech u půdních vzorků huminových 
látek, které měly podobné fyzikálně-chemické vlastnosti, ale pocházely z různých lokalit. Ve 
spektrech huminových kyselin identifikovali dva píky v oblastech 455/515 nm a 310/480 nm 
(λex/λem). První z nich vypovídá o přítomnosti vysoce konjugovaných aromatických sloučenin, 
jako např. disubstituovaný kumarin, xanton nebo chinon. Druhý, lokalizovaný v oblasti 
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nižších vlnových délek, značí přítomnost jednoduchých fenolických struktur. V případě, že 
vezmeme v potaz Senesiho rozdělení HS podle fluorescenčního chování [6], spadají tyto 
huminové kyseliny do druhé třídy (maximum emise je v oblasti 500–520 nm, jsou přítomny 
dva hlavní excitační píky 450 a 465 nm). Polohy píků u vzorků z různých lokalit se nacházejí 
ve stejných oblastech, ale liší se svojí intensitou fluorescence. Jejich pozice je tedy nezávislá 
od typu ekosystému. Intensity jsou vyšší u HAs a FAs izolovaných z obdělávaných půd než u 
lesních půdních vzorků. Což podporuje tvrzení, že obdělávaná půda vykazuje vyšší stupeň 
humifikace. 
Kumke a kol. [56] mimo jiné studovali i vliv úpravy vodních HS na jejich fluorescenční 
chování. K úpravě HS byl použit ozon v kombinaci s peroxidem a chlorací. Huminové látky 
se vlivem těchto oxidačních činidel postupně rozpadaly na agregáty a nižší molekulové 
hmotnosti a to způsobovalo následný hypsochromní posun fluorescenčních maxim. Největší 
vliv měla tato procedura na přírodní vodní vzorky HS a nejnižší na vzorky z odpadních vod. 
Potvrdil také, že fluorescenční vlastnosti jsou silně ovlivňovány inter a intramolekulárními 
reakcemi huminových látek.  
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
Cílem této práce je studium huminových látek pomocí fluorescenční spektroskopie, 
respektive použitím 3D emisně excitační (excitačně emisní) metody. Co možná nejvíce 
zefektivnit měření touto metodou, nalézt optimální parametry nastavení a následného 
zpracování naměřených hodnot v 3D spektra. Zmapovat tak EEM spektra standardů HAs, 
FAs a co možná největší škály půdních a lignitických HS a určit zákonitosti, které by mohly 
být nápomocny při rozlišování jejich původu. 
U vybraných vzorků humátů prozkoumat vliv pH prostředí na jejich fluorescenční chování 
a zaznamenat v jejich spektrech případné změny, co do intensit fluorescence nebo polohy 
hlavních fluorescenčních píků. 
Výsledky porovnat a diskutovat s již publikovanými údaji. 
 
K dosažení těchto cílů bylo nutno připravit vzorky či sady (řada pH) různých standardů, 
huminových a fulvinových kyselin nebo jejich humátů. 
Každý vzorek byl nejprve proměřen v oblasti vlnových délek 300–500 nm (excitace) a 
300–600 nm (emise), z důvodu nutnosti získání informací o přibližné poloze fluorescenčních 
maxim a určení optimálního budícího napětí lampy. V druhé fázi bylo už měření směřováno 
na menší oblasti s pravděpodobným výskytem fluorescenčních píků, za účelem co možná 
nejpřesnějšího určení jejich polohy nebo intensity. 
 
3.1 Příprava vzorků 
Příprava roztoků huminových a fulvinových kyselin 
Roztoky o koncentraci 0,05 g·dm-3 byly připraveny následujícím postupem. Navážka 
0,0025 g kyseliny byla kvantitativně převedena do 50 ml odměrné baňky a doplněna 0,5 M 
roztokem NaOH po rysku. Následně byly vzorky ponechány 1–2 dny v lednici ke stabilizaci a 
před měřením byly protřepány. 
 
Příprava roztoků humátů 
Navážka 0,0025 g izolovaného humátu byla kvantitativně převedena do 50 ml odměrné 
baňky a doplněna MiliQ vodou po rysku. Výsledný roztok s koncentrací 0,05 g·dm-3 byl dán 
na 20 minut pod ultrazvuk a potom byl 1–2 dny ponechán v ledničce kvůli své stabilizaci. 
Před měřením byl vzorek humátu vždy protřepán. 
 
Příprava roztoků pH řady humátů 
Sada roztoků humátu o koncentraci 0,05 g·dm-3 a různé hodnotě pH (3; 4; 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 
7,5; 8; 9) byla připravena kvantitativním převedením navážky 0,0025 g humátu do 50 ml 
odměrné baňky. Baňka byla následně doplněna pufrem o požadovaném pH po rysku a na 
20 minut vložena pod ultrazvuk. Vzorky byly pak ponechány 1–2 dny v lednici ke stabilizaci 
a před vlastním měřením byly vždy protřepány. 
 
Příprava roztoku  hydroxidu sodného 
Roztok o koncentraci 0,5 mol·dm-3 byl připraven navážkou 20 g z komerčně dodávaného 
hydroxidu sodného (p.a.), (výrobce Lachema Neratovice), která byla destilovanou vodou 
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kvantitativně převedena do 1000 ml odměrné baňky. Roztok NaOH byl standardizován 
pomocí roztoku kyseliny šťavelové (p.a.). Nebo byly použity již připravené normanaly. 
 
Příprava roztoků pufrů s daným pH 
Jako roztoky pufrů byly použity komerčně dodávané (pH 4 a 9), (výrobce Merck) nebo 
připravované tlumivé roztoky. 
V případě pH 3 byl použit tlumivý systém hydrogenftalan draselný/kyselina 
chlorovodíková tak, že k objemu 50 ml hydrogenftalanu o koncentraci 0,1 mol·dm-3 bylo 
pipetováno 4 ml roztoku HCl s koncentrací 0,1 mol·dm-3. 
Sada o pH (5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5 a 8) byla realizována tlumivým systémem 
KH2PO4/Na2HPO4 tak, že ze zásobních roztoků obou složek s koncentracemi 0,067 mol·dm-3 
byly pipetovány a míšeny objemy KH2PO4 a Na2HPO4 dle vztahu x ml A + (60 – x) ml B, kde 
látka A je Na2HPO4 a látka B je KH2PO4. Hodnoty pH byly upraveny s pomocí pH metru  
na požadovanou hodnotu (dvoubodová kalibrace). 
 
Příprava zásobního roztoku hydrogenftalanu draselného 
Roztok o koncentraci 0,1 mol·dm-3 byl připraven kvantitativním převedením navážky 
2,042 g komerčně dodávaného hydrogenftalanu draselného (p.a.), (výrobce Lachema 
Neratovice) do 100 ml odměrné baňky a doplněn destilovanou vodou po rysku. 
 
Příprava zásobního roztoku kyseliny chlorovodíkové 
Roztok HCl o koncentraci 0,1 mol·dm-3 byl připraven z komerčně dodávané 35–38 % 
kyseliny chlorovodíkové (p.a), (výrobce Lachema Neratovice) odebráním 0,9 ml. Tento 
objem koncentrované kyseliny byl zředěn na objem 100 ml. Přesná koncentrace roztoku byla 
stanovena titrací odměrným roztokem NaOH nebo byly použity předem připravené 
normanaly. 
 
Příprava zásobního roztoku dihydrogenfosforečnanu draselného 
Roztok o koncentraci 0,067 mol·dm-3 byl připraven kvantitativním převedením předem 
vypočítané navážky 1,816 g komerčně dodávaného KH2PO4 (p.a.), (výrobce Lachema 
Neratovice) do odměrné baňky 200 ml a doplněn destilovanou vodou po rysku. 
 
Příprava zásobního roztoku hydrogenfosforečnanu sodného 
Roztok Na2HPO4 o koncentraci 0,067 mol·dm-3 byl připraven kvantitativním převedením 
navážky 4,778 g komerčně dodávaného Na2HPO4.12H2O (p.a.), (výrobce Lachema 
Neratovice) do odměrné baňky 200 ml a doplněn destilovanou vodou po rysku. 
 
3.1.1 Použité chemikálie 
• kyselina chlorovodíková (p.a.), Lachema, Lach – Ner s.r.o., Neratovice, 
• hydroxid sodný (p.a.), Lachema, Lach – Ner s.r.o., Neratovice, 
• hydrogenftalan draselný (p.a.), Lachema, Lach – Ner s.r.o., Neratovice, 
• dihydrogenfosforečnan draselný (p.a), Lachema, Lach – Ner s.r.o., Neratovice, 
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• dodekahydrát hydrogenfosforečnanu sodného (p.a), Lachema, Lach – Ner s.r.o., 
Neratovice, 
• roztoky pufrů (pH 4,01 a 9,4), Merck KGaA, Darmstadt. 
 
3.1.2 Použité vzorky huminových látek 
• standard huminové kyseliny LHA (Leonardite Humic Acid, 1S104H) dodávaný 
společností IHSS, 
• standard huminové kyseliny Pahokee Peat (1S103H) dodávaný společností IHSS, 
• standard huminové kyseliny Elliott Soil (1S102H) dodávaný společností IHSS, 
• standard huminové kyseliny Suwannee River II (2S101H) dodávaný společností IHSS, 
• huminová kyselina Pseudoglej (Gleyic Stagnosol) z lokality Kameničky, připraven 
kolektivem MZLU AF Brno, 
• huminová kyselina Černozem (Modal Chernozem) z lokality Bratčice, připraven 
kolektivem MZLU AF Brno, 
• huminová kyselina HAN (lignitická) z dolu při Mikulčicích u Hodonína, připravena 
Mgr. Fasurovou Ph.D., 
• huminová a fulvinová kyselina Jizerky HU13 z masivu Jizerských hor, lokalita rozcestí 
Kančí vrch (nadmořská výška 510 m), půdní typ podle TKS Kambizem, připravil Jiří 
Tandler [57], 
• huminová kyselina Jizerky 63O z masivu Jizerských hor, lokalita Paličník (nadmořská 
výška 940 m), půdní typ podle TKS Podzol, připravil Jiří Tandler [57], 
• humát Suwannee River (zdroj HA od IHSS), připraven Ing. Kučeríkem, Ph.D., 
• humát Elliott Soil (zdroj HA od IHSS), připraven Ing. Kučeríkem, Ph.D., 
• humát Leonardite (zdroj HA od IHSS), připraven Ing. Kučeríkem, Ph.D., 
• Humát 10/05 (102005HU), připravený Mgr. Fasurovou, Ph.D. a Ing. Ivanou Novotnou, 
• Humát 04/06, připraven Ing. Kučeríkem, Ph.D., 
• Humát 22/11, připraven Ing. Kučeríkem, Ph.D. a Ing. Čechlovskou. 
 
Výtah z elementární analýzy většiny zkoumaných vzorků je uveden v tabulkách (Tab. 1, 
Tab. 2 a Tab. 3). Protože se jedná o elementární analýzy pro bezpopelové huminové kyseliny, 
je zde uveden i obsah popela ve vzorcích. U vzorků z Jizerských hor (HU13 a 63O) byl 
analyzován pouze půdní vzorek, ze kterého byly tyto kyseliny připravované. 
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Tab. 1 Elementární analýza huminových kyselin 
Název HA C [%] O [%] H [%] N [%] Popel [%] 
Suwannee River ΙΙ 52,63 42,04 4,28 1,17 1,04 
Elliot Soil 58,13 34,08 3,68 4,14 0,88 
Leonardite (LHA) 63,81 31,27 3,70 1,23 2,58 
Pahokee Peat 56,37 37,34 3,82 3,69 1,12 
Pseudoglej 53,33 36,31  5,27 5,18 5,07 
Černozem 53,23  37,42 4,60 4,75 9,91 
HAN 57,46 34,93 5,08 2,53 15,51 
Jizerky I (HU13) − − − − 0,70 
Jizerky II (63O) − − − − 1,48 
Tab. 2 Elementární analýza fulvinových kyselin 
Název FA C [%] O [%] H [%] N [%] Popel [%] 
Jizerky I(HU13) − − − − 17,77 
Tab. 3 Elementární analýza humátů 
Název HU C [%] O [%] H [%] N [%] Popel [%] 
Suwannee River ΙΙ − − − − − 
Elliot Soil − − − − − 
Leonardite  − − − − − 
Humát 10/05 53,29 25,31 4,53 1,46 11,5 
Humát 04/06 41,53 28,81 2,99 0,96 25,71 
Humát 22/11 − − − − 18,16 
 
3.1.3 Použité přístroje a metody 
• Aminco Bowman Series 2, program AB2 (fluorescenční spektroskopie), 
• Gryf 107 L (pH metr), dvoubodová kalibrace, 
• Hanna pH 212 (pH metr), dvoubodová kalibrace, 
• Powersonic UCC 1 (ultrazvuk), 
• Analyzátor Carlo Erba (elementární analýza na ÚSMH AVČR Praha), 
• OriginPro 6.1 (zpracování dat). 
 
3.1.4 Extrakce huminových kyselin 
3.1.4.1 Extrakce huminových kyselin z lignitu 
Extrakce huminové kyseliny byla provedena pomocí extrakčního činidla, jehož složky byly 
0,5 M roztok NaOH a 0,1 M roztok Na4P2O7.  
Ke 100 g lignitu bylo v plastové uzavíratelné nádobě přelito 2 l extrakčního činidla, 
přebytečný vzduch nad roztokem byl vytěsněn dusíkem a celý systém byl ponechán třepat po 
dobu asi 24 hodin. Následovalo odstředění pevného podílu a ke kapalné frakci byla postupně 
přidávána 20% HCl až do pH = 1–2. V této oblasti pH došlo k vysrážení huminových kyselin 
a následující den byla kapalná část suspenze odsáta. Vysrážené kyseliny byly za současného 
míchání rozpuštěny v 0,1 M roztoku NaOH alespoň do pH = 8 a roztok byl několik hodin 
ponechán v klidu. Poté byla precipitace a rozpouštění opakováno ještě dvakrát a po posledním 
 34 
vysrážení byla huminová kyselina přelita 2 l směsi kyselin HCl a HF. Celý systém byl 
ponechán po dobu asi 36 hodin na třepačce, během nichž proběhlo opakované odstřeďování, 
promytí vodou, obnovení roztoku HCl + HF a poslední odstřeďování. Pevný podíl byl přímo 
v odstřeďovacích kyvetách promyt vodou a odstředěn. Poté byla přidána další deionizovaná 
voda a HAs byly převedeny ve formě suspenze do dialyzačních membrán (Spectrapor 3  
o molekulové hmotnosti MWCO 3500). Dialýza byla provedena v destilované vodě, která 
byla měněna třikrát denně po dobu jednoho týdne. Poté co roztok HK vykazoval negativní 
reakci na chloridy a fluoridy byl dialyzovaný roztok přelit na Petriho misky a vysušen 
v sušárně při  teplotě 25 °C. 
 
3.1.4.2 Extrakce půdních huminových kyselin 
Izolace huminových kyselin z půd byla provedena podobným způsobem jako v případě 
kyselin lignitických. Přesněji podle Hayesova postupu (1985), kdy je jako extrakční činidlo 
použito 0,1 M roztoku NaOH a 0,1 M roztoku pyrofosforečnanu. U všech půdních vzorků 
bylo nutno provést následně opakované přečištění, z důvodu relativně velkého obsahu popela. 
 
3.1.4.3 Extrakce půdní fulvinové kyseliny 
Ze vzorku půdy byl extrakcí roztokem pyrofosforečnanu sodného a hydroxidu sodného 
izolován vzorek huminové kyseliny, dále byl pomocí hydrofobního resinu izolován vzorek 
fulvinové kyseliny. 
 
3.1.4.4 Izolace humátů 
Výchozí huminová kyselina byla jemně rozetřena tloučkem ve třecí misce a rozpuštěna 
v 0,5 M NaOH při pH vyšším než 12. Následně byl roztok dialyzován po dobu asi jednoho 
týdne a následně titrován automatickým titrátorem na hodnotu pH 7. Vzorek byl pak 
vymražen při -50 °C v lyofilizátoru na Ústavu potravin a biotechnologií FCH VUT Brno. Pro 
dialýzu byla použita membrána Spectrapor 3 o molekulové hmotnosti MWCO 3500.  
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3.2 Fluorescenční spektroskopie 
3.2.1 Instrumentace 
Zdrojem světla je xenonová lampa. Světelný paprsek produkovaný touto lampou prochází 
přes první, excitační monochromátor do kyvety se vzorkem. Při průchodu vzorkem dochází 
k pozměnění paprsku, ten následně projde přes druhý, emisní monochromátor a je zachycen 
detektorem. Detektorem získaná data jsou pak přístrojem Aminco Bowman vyhodnocena 
pomocí programu AB2. 
 
3.2.2 Pracovní postup 
Podmínky měření 
• teplota měření 20 °C (u vzorku kontrolovaná termostatem a v laboratoři klimatizací ) 
• šířka štěrbin 4 nm na obou monochromátorech 
• nastavení monochromátorů (360//520), u excitačního 360 nm a 520 nm na emisním 
monochomátoru 
• kyveta ze skla Spectrosil o tloušťce 1 mm 
• citlivost přístroje 60% 
• budící napětí nejčastěji v rozmezí 700–900 V 
• emisní sken v oblasti 300–600 nm 
• excitační sken v oblasti 300–500 nm 
 
Seznámení s technikou přístroje 
• zkoušení různých konceptů nastavení přístroje (autorange, šířka štěrbin, různé budící 
napětí, nastavení monochromátorů, rozdílné oblasti skenů) 
• měření excitačních a emisních 2D spekter 
• měření synchronních 2D spekter 
• měření 3D emisně excitačních a 3D excitačně emisních spekter 
 
3.2.2.1 Měření vzorků 
Byly připraveny vzorky huminových kyselin a humátů o koncentraci c = 0,05 g·dm-3. 
U vzorků huminových kyselin rozpuštěných v 0,5 M NaOH nebylo nijak upravováno pH a 
zůstalo na výchozí hodnotě, která byla větší než pH 12. U neupravovaných vzorků humátů 
rozpuštěných v MiliQ vodě se pohybovalo kolem pH 6. Hodnota pH vybraných řad humátů 
byla upravována výše zmíněnými pufry pomocí pH metru na požadované hodnoty pH = 3; 4; 
5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5; 8; 9. Takto připravené vzorky byly ponechány v lednici 24 hodin ke 
stabilizaci. 
Měření fluorescenčních 3D emisně excitačních spekter bylo realizováno za použití 
křemenné kyvety (materiál Spectrosil), která propouští elektromagnetické záření v rozsahu 
vlnových délek 170–2700 nm. 
Po ustálení teploty (pomocí termostatu) byl zapnut počítač s řídícím programem AB2,  
xenonová lampa a poté následovalo spuštění samotného přístroje. Po iniciaci instrumentace a 
vložení kyvety se vzorkem do teplotně stabilizované cely přístroje byly nastaveny parametry 
měření (šířka štěrbin, citlivost, monochromátory…), parametry pro export naměřených dat a 
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následovalo spuštění samotného měření. Získaná spektrální data byla zpracovaná programy 
Origin a Excel. 
 
3.2.2.2 Zpracování spektrálních dat 
Naměřená data u 3D emisně excitačních skenů byla exportována programem AB2 ve 
formě textových souborů, jež bylo nutné následně zpracovat a vymodelovat z nich 3D 
spektrum. Princip měření je totiž založen na zaznamenávání emise při pevném excitačním 
kroku a tudíž hodnoty ležící mezi dvěma kroky excitace musí být dopočítány programem. 
Tento způsob záznamu spektra je v současné době často používán a následné programové 
zpracování je nezbytné pro tvorbu výsledného 3D emisně excitačního spektra nebo jeho 
horizontálních řezů. Na Obr. 8 je znázorněno spektrum před úpravou, kdežto Obr. 9 a Obr. 10 
znázorňuje již programově zpracované spektrum. 
 
Obr. 8 Spektrum poskytnuté programem AB2 před úpravou                                                   
(Elliot Soil HU, c = 0,05 g·dm3) 
 
Upravená spektra na Obr. 9, Obr. 10 poskytují celkový náhled na fluorescenční chování 
vzorku v dané oblasti se zadanými parametry. Můžeme už vyčíst přibližné polohy 
fluorescenčních maxim a v následujících měřeních se zaměřit už jen na tyto oblasti. 
Zmenšením excitačních či emisních kroků tak následně zjistíme přesnou polohu těchto 
maxim. 
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Obr. 9 Upravené spektrum (Elliot Soil HU, c = 0,05 g·dm-3) 
 
Obr. 10 Horizontální řez spektrofluorogramem humátu Elliot Soil                                        
(c = 0,05 g·dm-3, poloha maxima 536/475 nm) 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
 
4.1 Fluorescenční spektroskopie huminových látek 
3D emisně excitační spektra byla měřena na přístroji Aminco Bowman Series 2. Vlastnímu 
měření předcházelo optimální nastavení parametrů skenu. V této oblasti byly využity 
poznatky z předchozích diplomových prácí, které se fluorescencí také zabývaly. 
Jeden z důležitých parametrů je nastavení citlivosti přístroje, které přímo souvisí s měřícím 
napětím. Odezvou těchto parametrů je pak velikost relativní fluorescenční intenzity (R.F.I.), 
která může nabývat hodnot 0–9,99. Při vysokých hodnotách R.F.I. ovšem může dojít 
k poškození lampy a proto byla u všech vzorků zvolena citlivost nižší, a to 60%. Funkce 
Autorange k této citlivosti pak přiřadí optimální hodnotu měřícího napětí, které může nabývat 
hodnot 0–1275 V. Tímto způsobem byla určena hodnota optimálního napětí ke každému 
vzorku. Napětí poskytnuté funkcí Autorange bylo ale ještě trochu snižováno a to z různých 
důvodů. Při vyšších napětích (nad 900 V) je totiž výsledek zatížen větší chybou, proto 
převládala snaha používat napětí nižších. Během některých měření bylo také nutno nastavit 
stejné optimální podmínky pro celou sadu vzorků, z důvodu následného srovnávání 
případných změn ve spektrech. V těchto případech byly nejprve proměřeny okrajové vzorky 
v sadě a až potom byla určena optimální hodnota napětí, platná pro všechny vzorky sady. 
V předchozích diplomových pracích byla pro nejvhodnější nastavení šířek obou 
monochromátorů vyhodnocena  šířka 4 nm. Tuto hodnotu šířky monochromátorů doporučuje 
 i výrobce pro měření emisních a excitačních spekter stabilních vzorků a ukázala se být 
nejvýhodnější i při měření vzorků pro tuto diplomovou práci. 
Nastavení monochromátorů během všech měření bylo 360 nm a 520 nm a tyto hodnoty se 
během měření měnily podle parametrů zadaného skenu. V případě 3D spekter by ale toto 
nastavení nemělo žádným způsobem ovlivňovat konečné výsledky. 
Dále bylo nutné definovat velikost oblastí skenů a krok měření. Měření probíhalo 
v několika fázích. V první fázi byla u 3D emisně excitačního spektra proměřena oblast 
excitace v rozmezí 300–500 nm se skenovacím krokem 25 nm a oblast emise v rozmezí  
300–600 nm s krokem 5 nm za sekundu. Při tomto nastavení sice dosažený výsledek dává 
tušit o přibližné poloze hlavního fluorescenčního maxima, ale pro určení poloh vedlejších 
maxim byl takto nastavený sken spíše nevyhovující. Z tohoto důvodu byl postupně  
u některých vzorků zmenšován excitační krok na 5 nm a zvýšila se tak přesnost na úkor 
časových nároků (cca 60 minut). 
Ve druhé fázi po určení přibližných poloh vybraných maxim, byla do těchto míst 
směřována oblast skenování se sníženým krokem měření. V této druhé fázi se již oblasti 
skenů lišily spolu daným vzorkem a pro lokalizaci přesných poloh maxim byl použit excitační 
krok 1 nm a emise s krokem 1 nm za sekundu. Tak jako se lišila velikost skenované oblasti, 
tak se lišily i nároky na čas (pro jedno fluorescenční maximum asi 40–70 minut). 
Veškerá měření byla realizována při optimální teplotě 20 °C, která byla po celou dobu 
udržovaná pomocí termostatu.  
 
U většiny našich vzorků byla během první fáze nalezena 2 až 3 maxima fluorescence  
(Obr. 11, Obr. 12.), jejichž polohy byly ve druhé fázi upřesněny. Popis maxim by dán 
velikostí jejich relativní intenzity fluorescence (1. maximum bylo vždy s nejvyšší relativní 
intenzitou fluorescence). 
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Obr. 11 Fluorescenční spektrum vzorku HA Suwannee River II (c = 0,05 g·dm-3) 
 
Obr. 12 Horizontální řez spektrofluorogramem HA Suwannee River II (c = 0,05 g·dm-3) 
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4.1.1 Vzorky IHSS standardů huminových kyselin 
Jako referenční vzorky a také z důvodu srovnávání výsledků byly proměřeny zadané 
standardy huminových kyselin IHSS. Jednotlivé vzorky reprezentují konkrétní ekosystémy a 
prostředí, ve kterých se nachází huminový materiál pocházející z různých zdrojů. Ekosystém 
tak nejen ovlivňuje přímo složení huminových látek, ale i modifikaci těchto látek vlivem 
vnějších faktorů (povětrnostní podmínky, teplota, přítomnost dalších látek charakterizujících 
prostředí…) 
Aby bylo možné porovnávat výsledky, byla měření všech standardů provedena při stejném 
nastavení přístroje a při stejné koncentraci vzorku, tj. 0,05 g·dm-3. Jediný rozdíl byl pouze 
ve velikosti použitého budícího napětí, kde bylo nutno postupovat u každého vzorku 
individuálně. 
 
4.1.1.1 Měření vzorku Suwannee River II 
Fluorescenční spektrum standardu skenované v celé námi definované oblasti je znázorněno 
na Obr. 11 a Obr. 12. Spektrum bylo změřeno v první fázi výše popsaným způsobem při 
napětí 790 V. Jako excitační krok bylo použito 25 nm a krok emise byl 5 nm za sekundu. Náš 
zájem byl soustředěn pouze na dvě nejvyšší maxima, jejichž polohy byly v druhé fázi 
upřesněny. První maximum (maximum 1) bylo během prvního skenu lokalizováno v oblasti 
vlnových délek 489/400 nm (λem/λex) a druhé maximum (maximum 2) se nacházelo v oblasti 
459/350 nm (λem/λex). 
Upřesňování polohy maxim v druhé fázi již probíhalo s excitačním a emisním krokem 
1 nm. Na Obr. 13 je znázorněno fluorescenční spektrum maxima 1, které bylo změřeno opět 
při napětí 790 V. Velikost skenované oblasti byla 450–510 nm u emise a 380–420 u excitace. 
Maximum 1 bylo lokalizováno v oblasti 493/395 nm (λem/λex).  
Velikost oblasti skenu v případě maxima 2 (Obr. 14) byla u emise 430–500 nm a  
380–420 nm u excitace. Maximum bylo lokalizované s přesností na 1 nm v oblasti 
467/359 nm (λem/λex). 
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Obr. 13 Horizontální řez spektrofluorogramem standardu huminové kyseliny        
Suwannee RiverII (maximum 1) 
 
Obr. 14 Horizontální řez spektrofluorogramem standardu  Suwannee RiverII (maximum 2) 
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4.1.1.2 Měření vzorku Elliot Soil 
Vzorek standardu byl nejprve proměřen v celé oblasti s krokem excitace 25 nm a emise 
5 nm. Výsledné 3D EEM spektrum pořízené při napětí 750 V je znázorněno na Obr. 15. Ve 
spektru je dobře patrný dominantní pík, jehož poloha byla v první fázi měření určena  na 
537/475 nm (λem/λex). 
Následovalo zmenšení kroku měření a také skenované oblasti. Měření spektra 
dominantního píku proběhlo v oblastech 500–580 u emise a 450–485 u excitace. Ve druhé 
fázi měření byla poloha maxima upřesněna na 534/467 nm (Obr. 16) při napětí 750 V a 
intenzita maxima byla 5,654 R.F.I.. 
Ze spekter je již teď dobře patrné, že spektrum snímané s excitačním krokem 25 nm je 
zatíženo relativně velkou chybou v určování přesné lokalizace maxima. Používání excitačního 
kroku 25 nm není k tomuto účelu optimální a v druhé fázi měření zapříčinilo i nutnost 
zopakovat některé skeny. Aby se tedy předešlo tomu, opakovat časově náročná měření, byl 
tento excitační krok postupně nahrazen krokem 5 nm. Takovéto spektrum je již relativně 
přesnější a může tak dobře posloužit jako podklad pro rozvržení dalších měření. 
  
 
Obr. 15 Fluorescenční 3D EEM spektrum vzorku HA Elliot Soil (c = 0,05 g·dm-3) 
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Obr. 16 Horizontální řez spektrofluorogramem fluorescenčního maxima standardu       
Elliot Soil 
 
4.1.1.3 Měření vzorku Leonardite (LHA) 
Celé spektrum vzorku Leonardite (LHA) je znázorněno na Obr. 17 a Obr. 18. Tento vzorek 
je standardem lignitické HA a podle zjištěných dat má podobné fluorescenční vlastnosti jako 
půdní Eliot Soil. Fluorescenční maximum určené v prvofázovém skenu se nachází v přibližně 
stejné oblasti (535/475 nm) (λem/λex). V první fázi bylo 3D EEM spektrum změřeno při 
budícím napětí 750 V.  
Ve druhé fázi byla oblast skenu zmenšena na 500–570 nm u emise a 440–480 nm u 
excitace (Obr. 19). Krok měření byl jak u emise tak u excitace 1 nm a budící napětí zůstalo 
stejné jako u předešlého skenu, tedy 750 V. Jak již bylo řečeno výše, poloha fluorescenčního 
maxima i po upřesnění (527/468 nm) (λem/λex) byla přibližně srovnatelná jako u předešlého 
vzorku Eliotu, ale na rozdíl od Elliotu bylo maximum při stejné koncentraci více intenzivní. 
Jeho intenzita fluorescence byla 7,823 R.F.I.. 
Ze EEM spekter na Obr. 18 a Obr. 19 můžeme také vidět vliv velkého kroku měření na 
posun maxima. Tam, kde byl excitační krok 25 nm došlo k posunu fluorescenčního píku 
v porovnání s druhofázovým spektrem o 8 nm v oblasti emise a o 7 nm v oblasti excitace.  
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Obr. 17 Fluorescenční 3D EEM spektrum vzorku Leonardite (LHA)(c = 0,05 g·dm-3) 
 
Obr. 18 Horizontální řez EEM spektrem vzorku Leonardite (LHA)(c = 0,05 g·dm-3), 
spektrum je měřeno s krokem excitace 25 nm 
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Obr. 19 Horizontální řez spektrofluorogramem maxima standardu Leonardite (LHA) 
4.1.1.4 Měření vzorku Pahokee Peat 
I v případě tohoto vzorku byl ve fluorescenčním spektru (Obr. 20) dobře patrný dominantní 
pík lokalizován v oblastech vyšších vlnových délek 542/475 nm (λem/λex). Spektrum dávalo 
tušit i přítomnost dalších menších fluorescenčních maxim, ale ta nebyla v prvofázovém skenu 
díky velkému skenovacímu kroku odhalena a ve spektrofluorogramu zanikla. Proto byla naše 
pozornost soustředěna  pouze na dominantní pík, jehož poloha byla ve druhé fázi upřesněna. 
Ve druhé fázi (Obr. 21) byla poloha fluorescenčního maxima lokalizována na 536/468 nm 
(λem/λex) s přesností na 1 nm. Spektrální oblast měla u emise velikost v rozmezí 515–565 nm, 
oblast excitace v rozmezí 450–485 nm a použité budící napětí bylo opět 750 V. Relativní 
intenzita fluorescence maxima měla při tomto použitém napětí hodnotu 6,450. 
 
4.1.1.5 Závěr 
Vzorky standardů IHSS byly použity v první řadě jako referenční materiál. Společnost 
IHSS však neposkytuje na svých webových stránkách informace o přesné poloze 
fluorescenčního maxima daného vzorku a uvádí jen změřená fluorescenční spektra, ze kterých 
polohu maxima lze vyčíst jen přibližně. Přesné hodnoty jsou popsány v práci Alberts a kol. 
[40]. 
Porovnáním námi naměřených výsledků a spekter z oficiálních webových stránek IHSS 
bylo zjištěno, že lokalizace hlavních fluorescenčních píků je v obou případech přibližně 
totožná. Pravděpodobně nejkomplikovanější situace vyvstala u standardu Suwannee River II, 
kdy nebylo k dispozici fluorescenční spektrum poskytnuté dodavatelem a protože se jedná  
o relativně nový vzorek, tak nebyly získány ani žádné informace o průběhu fluorescenčního 
spektra z literatury. Výsledný spektrofluorogram tohoto vzorku vykazuje obdobné rysy, jako 
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Obr. 20 Fluorescenční spektrum vzorku Pahokee Peat (c = 0,05 g·dm-3) 
 
Obr. 21 Horizontální řez spektrofluorogramem maxima vzorku Pahokee Peat 
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fluorescenční spektrum vzorku standardu Suwannee River I [52], který má stejný původ. 
Odlišnosti a posun hlavních maxim je pravděpodobně způsoben stářím vzorků. 
Z hlediska srovnávání výsledků standardů se jako klíčová ukázala práce J. Alberts a 
kol.[40], ve které byl však použit vyšší excitační krok skenu, a to 7 nm. Tito autoři použili 
k popisu fluorescenčních spekter podobnou metodu jako v této diplomové práci a výsledky 
jejich měření pro některé standardy jsou uvedeny v tabulce (Tab. 4). Krom dominantního 
fluorescenčního píku byla ve spektrech nalezena i další méně intenzivní maxima, ale protože 
byl použit relativně velký krok měření, srovnávali jsme pouze polohu hlavních maxim 
fluorescence. 
Polohy fluorescenčních maxim u jejich vzorků jsou slabě posunuty k vyšším vlnovým 
délkám než v případě vzorků našich. Toto může být způsobeno právě použitím většího kroku 
měření, odlišným nastavením přístroje nebo stářím vzorků. Dále je zajímavé, že rozdíly 
v polohách fluorescenčních maxim jsou u vzorků Leonardite, Pahokee Peat a Elliot Soil téměř 
zanedbatelné, což se potvrdilo i v této práci (Tab. 5). 
 
Tab. 4 Polohy fluorescenčních píků standardů IHSS – z literatury 
 Maximum 1  
Název standardu IHSS Emise [nm] Excitace [nm] Zdroj 
Suwannee River ΙΙ – – – 
Elliot Soil ≈515 ≈450 [52] 
Leonardite (LHA) 511 454 [40] 
Pahokee Peat 513 456 [40] 
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4.1.2 Vzorky huminových kyselin izolovaných z půdy 
Vzorky půdních huminových kyselin, jež byly odebrány z různých oblastí a pocházejících 
tedy z odlišných typů půdních matric byly nejprve proměřeny v celé šíři námi definované 
spektrální oblasti. Tak, jako v případě předešlých vzorků bylo ve druhé fázi provedeno 
upřesnění nalezených fluorescenčních maxim s excitačním a emisním krokem 1 nm. Vzorky 
izolovaných půdních HAs byly připraveny vždy s koncentrací c = 0,05 g·dm-3 a během měření 
bylo obměňováno pouze budící napětí. 
 
4.1.2.1 Měření vzorku Pseudoglej 
Emisně excitační spektrum Pseudogleje (Obr. 22) bylo v první fázi proměřeno při napětí 
750 V. Ve spektru je dobře patrný dominantní fluorescenční pík, jehož poloha byla prvním 
měřením stanovena na 535/475 nm (λem/λex). Spektrum dává také tušit i přítomnost dalších, 
mnohem méně intenzivních fluorescenčních píků, které by se pravděpodobně mohly nacházet 
v oblastech nižších  vlnových délek excitace. 
Náš zájem byl ale soustředěn pouze na hlavní maximum, které bylo ve druhé fázi 
proměřeno s cílem zaznamenat přesnou polohu fluorescenčního píku. Řez fluorescenčním 
spektrem tohoto maxima popisuje Obr. 23, kdy oblast měření je v případě emise v rozmezí 
hodnot 500–570 nm a u excitace v rozmezí 460–480 nm. Poloha hlavního píku je 
lokalizovaná v emisně excitační oblasti 532/468 nm a jeho relativní intenzita fluorescence 
byla 9,292 při napětí 750 V. Ze spektrofluorogramu je také vidět, že maximum je poměrně 
úzce ohraničeno a nesplývá s píky rozptylu světla (násobné excitace). 
 
 
Obr. 22  Fluorescenční 3D EEM spektrum vzorku Pseudoglej (c = 0,05 g·dm-3) 
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Obr. 23 Horizontální řez spektrofluorogramem fluorescenčního maxima půdního vzorku 
Pseudoglej 
 
4.1.2.2 Měření vzorku Černozem 
Prvofázové měření tohoto vzorku odhalilo, že relativní intenzita fluorescence je v celé 
námi měřené spektrální oblasti poměrně nízká a hlavní maximum (1) zcela splývá s píky 
rozptylu světla. Po několikerém neúspěšném opakování skenu s pozměněnými parametry 
měření se snahou přesně identifikovat hlavní fluorescenční pík, byla naše pozornost zájmu 
soustředěna na maximum 2.(Obr. 24). 
V druhé fázi, byla poloha fluorescenčního maxima (Obr. 25) upřesněna na 466/357 nm 
(λem/λex) a měření proběhlo za použití budícího napětí 750 V. Velikost skenované spektrální 
oblasti byla u emise 430–520 nm a u excitace 337–370 nm. Fluorescenční maximum 2 se 
nevykazovalo ve své relativní intenzitě žádným ostrým přechodem od nejbližšího okolí  
(Obr. 24), ba naopak pro něj byl charakteristický široký fluorescenční pík. Navíc se nacházelo 
v těsném sousedství píků násobné excitace, což také znesnadňovalo jeho lokalizaci. 
 
 50 
 
Obr. 24 Fluorescenční 3D EEM spektrum vzorku Černozem (c = 0,05 g·dm-3),      
fluorescenční maximum 2 
 
Obr. 25 Horizontální řez spektrofluorogramem maxima 2  vzorku Černozem 
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4.1.2.3 Měření vzorku Jizerky I (HU13) 
Fluorescenční 3D EEM spektrum bylo v první fázi proměřeno při budícím napětí 800 V a 
jeho průběh je znázorněn na Obr. 26. Ve spektru je dobře patrný dominantní fluorescenční 
pík, jehož maximum je relativně ostře odlišeno od nejbližšího okolí. Při tomto dominantním 
píku můžeme v oblastech vyšších emisních (460–510 nm) či excitačních (370–410 nm) 
vlnových délek nalézt i jeho méně intenzivní rameno, které dává tušit přítomnost dalšího 
fluoroforu. 
Ovšem z důvodu nenalezení druhého fluorescenčního píku během prvofázového skenu, 
jsme upřesňovali polohu jen u nejintenzivnějšího maxima. Horizontální řez tímto maximem je 
znázorněn na Obr. 27. Skenovaná oblast měla velikost v rozmezí emise 410–490 nm a 
excitací 315–370 nm a jako budícího napětí bylo použito 850 V. Poloha fluorescenčního 
maxima  byla lokalizována na 454/349 nm (λem/λex) a jeho relativní intenzita fluorescence 
dosahovala hodnoty 6,011.  
 
 
 
Obr. 26 Fluorescenční 3D EEM spektrum vzorku Jizerky I (HU13) (c = 0,05 g·dm-3) 
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Obr. 27 Horizontální řez spektrofluorogramem maxima, Jizerky I (HU13) 
 
4.1.2.4 Měření vzorku Jizerky II (63O) 
Tento vzorek byl v první fázi proměřen už s excitačním krokem 5 nm a emisním krokem 
5 nm za sekundu, při napětí 800 V. Tímto způsobem bylo získáno jemnější fluorescenční 
spektrum, ze kterého můžeme odečíst polohy maximálních píků s větší přesností. Ve spektru 
byla nalezena dvě fluorescenční maxima (Obr. 28). 
Intenzivnější maximum 1 je lokalizováno do oblastí kratších emisních či excitačních 
vlnových délek. Jeho druhofázové spektrum můžeme vidět na (Obr. 29). Bylo změřeno při 
napětí 850 V a zkoumaná oblast měla rozlohu emise v rozpětí 410–500 nm a excitace 
v rozmezí 330–370 nm. Skutečná poloha maxima byla upřesněna na 449/351 nm (λem/λex) a 
jeho intenzita byla při daném napětí 6,277 R.F.I.. Jedná se o relativně široký fluorescenční 
pík, jehož maximum není ostře ohraničeno. 
V těsném sousedství prvního fluorescenčního píku, v oblastech vyšších vlnových délek, 
k němu přiléhá méně intenzivní fluorescenční maximum 2. Jeho upřesněné spektrum je 
znázorněno na (Obr. 30). Bylo měřeno při napětí 850 V a oblast skenu byla definovaná 
v rozmezí emisních vlnových délek 420–520 nm a excitačních vlnových délek 375–410 nm. 
Poloha maxima 2 byla určena na 484/389 nm (λem/λex) a jeho relativní intenzita fluorescence 
je 5,049. Tento široký fluorescenční pík nemá také ostře ohraničené svoje maximum, protože 
se nachází těsné blízkosti dominantního maxima 1 a vytváří tak jeho rameno.  
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Obr. 28 Fluorescenční spektrum vzorku Jizerky II (63O) (c = 0,05 g·dm-3) 
 
Obr. 29 Horizontální řez spektrofluorogramem maxima 1  vzorku Jizerky (63O) 
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Obr. 30 Horizontální řez spektrofluorogramem maxima 2  vzorku Jizerky II (63O) 
4.1.2.5 Závěr 
Jelikož jsou všechny tyto vzorky půdního původu, předpokládali jsme, že jejich 
fluorescenční spektra budou vykazovat stejné charakteristické rysy a poloha hlavních 
fluorescenčních píků se bude lišit jen minimálně. Jako referenční vzorek byl brán v úvahu 
standard Elliot Soil (Obr. 15) od společnosti IHSS. Jeho fluorescenční spektrum je 
charakteristické širokým fluorescenčním píkem, který je lokalizován v oblasti 534/467 nm 
(λem/λex). Takovéto umístění fluorescenčního maxima v oblasti vyšších emisně excitačních 
vlnových délek značí přítomnost spíše aromatických struktur a vypovídá o relativně vysokém 
stupni zrání daného materiálu. 
U vzorku Černozem se bohužel nepodařilo lokalizovat polohu hlavního maxima 1, ale 
vzorek Pseudoglej měl svůj hlavní fluorescenční pík lokalizován přibližně ve stejné oblasti 
spektra (Obr. 22) jako zmiňovaný standard Elliot Soil. Přesná poloha fluorescenčního maxima 
Pseudogleje byla lokalizována na 532/468 nm (λem/λex). Podle mnohých autorů [35][40][55] je 
právě tento fluorescenční pík znakem huminového původu vzorku a bývá tak často nalézán ve 
fluorescenčních spektrech organického materiálu pocházejícího z půd. 
V souhrnné tabulce (Tab. 5) můžeme také vypozorovat, že tento  fluorescenční pík, který 
je lokalizován přibližně do oblasti emisně excitačních vlnových délek 530/468 nm, je 
přítomen i u všech námi zkoumaných půdních, lignitických či rašelinných standardů IHSS. 
U vzorků půdních HAs Jizerky, byla však situace poněkud odlišná. Fluorescenční spektra 
vzorků Jizerky I (Obr. 26) a Jizerky II (Obr. 28) sice vykazovala podobné charakteristické 
rysy, ale jen v rámci této dvojice. Polohy hlavních fluorescenčních píků byly v tomto případě 
zcela odlišné než u ostatních vzorků huminových kyselin. HAs Jizerky mají svůj původ 
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v horském masivu a tyto rozdíly ve fluorescenčních spektrech mohly být tedy způsobeny i 
odlišným půdním podložím. 
Ve spektrech vzorků Jizerky I a II byly také vypozorovány odchylky v lokalizaci hlavních 
fluorescenčních píků. Tyto rozdíly sice nebyly nijak zásadní, ale mohou vypovídat o 
rozdílném stupni zrání organické hmoty v půdě. Vzorek Jizerky I pochází z lokality, ve které 
je stáří porostu odhadováno na 100 let, zatímco stáří porostu u vzorku Jizerky II je 40 let. 
Sondy byly odebrány v případě obou vzorků ze stejné hloubky půdního reliéfu a vrstva 
humusu je také závislá od typu u stáří porostu. Lze tedy předpokládat, že v případě vzorku 
Jizerky I bude zastoupeno více složitějších aromatických struktur. To by se pak ve 
fluorescenčním spektru mělo projevit posunem hlavního píku v případě emise (δ = 5 nm) do 
oblasti vyšších vlnových délek. Tento posun byl skutečně u vzorku Jizerky I zaznamenán, což 
ilustruje také souhrnná  tabulka (Tab. 5). 
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4.1.3 Měření huminové kyseliny HAN 
Vzorek huminové kyseliny HAN byl v první fázi proměřen s excitačním a emisním 
krokem 5 nm. Koncentrace vzorku byla opět 0,05 g·dm-3 a  celé měření proběhlo při nastavení 
výše zmíněných parametrů. Fluorescenční spektrum huminové kyseliny pak můžeme vidět na 
Obr. 31 a Obr. 32. Z těchto spekter je patrná především jejich relativní „bohatost“ na 
fluorescenční píky, které se vzájemně spájejí a jejich lokální maxima fluorescence tedy 
zanikají. Na první pohled jsou patrny tři dominantnější píky (1., 2., 3.), jejichž polohy by 
mohly být lokalizovatelné (Obr. 32), ovšem přesná lokalizace fluorescenčních maxim 1 a 3 
byla v našem případě obtížná. 
Ve druhé fázi byla tedy upřesněna pouze poloha druhého fluorescenčního píku, který byl 
relativně izolován od pásu píků násobné excitace. Skenovaná oblast byla zmenšena u emise 
na 430–525 nm a 330–370 nm v případě excitace. Horizontální řez maximem 2 je pak 
znázorněn ve spektrofluorogramu (Obr. 33), kde má maximum intensity fluorescence polohu 
458/355 nm (λem/λex).  
Poloha prvního fluorescenčního píku byla odečtena pouze z prvofázového spektra  
(Obr. 32), kdy bylo maximum lokalizováno na 490/395 nm (λem/λex). Ovšem v tomto případě 
byl krok skenování u excitace 5 nm a u emise 5 nm za sekundu.  
 
 
Obr. 31 3D EEM fluorescenční spektrum vzorku HAN (c = 0,05 g·dm-3) 
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Obr. 32 Horizontální řez EEM spektrem vzorku HAN (excitační krok 5 nm) 
 
Obr. 33 Horizontální řez spektrofluorogramem maxima 2, vzorek HAN 
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4.1.3.1 Závěr 
Podle uvedených výsledků lze tedy usoudit, že se jedná o směs většího počtu 
fluoreskujících látek, které se navzájem ovlivňují a vytvářejí tak široká fluorescenční maxima. 
Protože se jedná o lignitickou HA, její spektrum by mělo být relativně shodné se spektrem 
IHSS standardu Leonardite (Obr. 17), který má svůj původ také v lignitu. Dominantní 
fluorescenční pík Leonarditu se nachází v oblasti 527/468 nm (λem/λex), což se skutečně 
přibližně shoduje s maximem 3 v případě vzorku HAN. Ovšem polohu maxima 3 nebylo 
možné přesně odečíst, protože částečně splývá s píky rozptylu světla, a proto je srovnání 
pouze orientační. 
Spektrum vzorku Leonardite je v porovnání se vzorkem HAN také chudší na další 
fluorescenční píky a kromě dominantního maxima v oblasti vyšších emisních a excitačních 
vlnových délek je prakticky oproštěno od dalších fluorescenčních píků. To znamená, že ve 
standardu převažuje podíl vysoce konjugovaných systémů, vykazujících relativně velkou 
aromaticitu a z toho vyplývá i vysoký stupeň zrání. Podíl látek alifatického charakteru je na 
druhé straně nízký, protože ve spektru nejsou přítomny žádné fluorescenční píky v oblastech 
nižšších vlnových délek nebo jsou tyto látky zastoupeny v tak malém množství, že píky 
vykazují nízkou intenzitu a ve spektru zanikají. 
Vzorek HAN tedy kromě nejintenzivnějšího maxima 3 prozrazujícího jeho lignitický 
původ a značícího přítomnost vysoce kondenzovaných struktur a aromatických kruhů 
vykazuje i další dva fluorescenční píky. Jedná se o fluorescenční maximum 1 (490/395 nm) a 
2 (458/355 nm) (λem/λex). V tomto ohledu se tedy spektrálně podobá spíše vzorku 
Suwannee River II (Obr. 11), v jehož fluorescenčním spektru se vyskytují píky přibližně ve 
stejných oblastech (Tab. 5). U vzorku Suwannee River II mají tyto dva píky původ 
pravděpodobně v látkách charakteristických pro říční oblasti a hojně se vyskytujících ve 
vodních ekosystémech.  
Huminová kyselina HAN má ovšem lignitický původ a proto budou fluorescenční maxima 
1 a 2 pocházet pravděpodobně z jiných prekurzorů něž v případě Suwannee Riveru II. Faktem 
ovšem zůstává, že tyto píky značí přítomnost alifatických struktur s nízkým stupněm 
aromaticity a nižší molekulovou hmotností. Zajímavé také je, na rozdíl od Suwannee Riveru 
mají oba přibližně stejnou relativní intensitu fluorescence, což může vypovídat i o zhruba 
stejném zastoupení jednotlivých frakcí ve směsi huminové kyseliny. Toto tvrzení podporuje 
také elementární analýza vzorku HAN (Tab. 1), kde můžeme pozorovat relativně vysoký 
obsah H ve vzorku. V tomto ohledu je tak bližší spíše vzorku Suwannee River II než 
lignitickému Leonarditu. 
Pokud budeme brát v potaz rozdělení huminových látek podle jejich fluorescenčního 
chování dle Senesiho, tak  patří lignitická HA do druhé skupiny, kdy vzorky mají vždy dva 
blízké excitační hlavní píky v oblasti 450 a 470 nm. 
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4.1.4 Měření fulvinové kyseliny Jizerky I (HU13) 
Vzorek fulvinové kyseliny o koncentraci 0,05 g·dm-3 byl v první fázi proměřen v širší 
oblasti spektra. Jako excitační krok měření bylo použito 25 nm a emisní krok byl 5 nm za 
sekundu. 3D fluorescenční spektrum tohoto vzorku, měřené při napětí 800 V, je pak 
znázorněno na Obr. 34. Ve spektru můžeme vypozorovat přítomnost dvou dominantnějších 
píků. Intenzivnější z nich, fluorescenční maximum 1, je lokalizováno kolem 350 nm emisní 
vlnové délky. Vytváří ostře ohraničený fluorescenční pík a částečně splývá s píky násobné 
excitace. Druhý fluorescenční pík, maximum 2, je lokalizováno v oblasti emisních vlnových 
délek kolem 450 nm. Na rozdíl od maxima 1 není tento pík tak ostře ohraničen od svého okolí 
a jeho relativní intenzita je také mnohem nižší. 
Ve druhé fázi byla poloha těchto dvou maxim (Obr. 35 a Obr. 36) upřesněna snížením 
skenovacího kroku na 1 nm. Poloha maxima 1 (Obr. 35) byla tak tímto způsobem 
lokalizována na 347/324 nm (λem/λex). Rozloha skenované oblasti byla u emise v rozmezí 
340–390 nm a excitace v rozpětí hodnot 300–330 nm při použitém budícím napětí 850 V. Při 
tomto napětí se ostrý pík maxima 1 vykazoval poměrně vysokou relativní fluorescenční 
intenzitou 8,876. 
U maxima 2 měla skenovaná oblast rozlohu 420–490 nm u emise a 330–370 nm u 
excitace. Měření bylo provedeno při napětí 850 V. Přesná poloha byla stanovena na 
444/347 nm (λem/λex)  (Obr. 36) a relativní fluorescenční intensita tohoto píku je 5,685. 
  
Obr. 34 Fluorescenční 3D spektrum fulvinové kyseliny Jizerky I (HU13)(c = 0,05 g·dm-3) 
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Obr. 35 Horizontální řez EEM spektrofluorogramem maxima 1, FA Jizerky I (HU13) 
 
Obr. 36 Horizontální řez EEM spektrofluorogramem maxima 2, FA Jizerky I (HU13) 
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4.1.4.1 Závěr 
Vzorky huminové a fulvinové kyseliny Jizerky I jsou stejného původu a byly tedy 
odebrány ze stejné lokality a z totožné matrice. Liší se však především molekulovou 
hmotností svých složek. Tyto rozdíly v molekulových hmotnostech, struktuře a také  
v uspořádání jednotlivých složek tvořících směs fulvinové či huminové kyseliny, se výrazně 
projevily i ve fluorescenčních spektrech těchto kyselin. 
V obou spektrech Jizerky I (HU13), jak u huminové (Obr. 26), tak i u fulvinové kyseliny 
(Obr. 34) je přítomen jeden dominantní fluorescenční pík, jež je v případě FA doprovázen 
dalším, méně intenzivním druhým maximem. Úzký dominantní pík maxima 1 (347/324 nm) 
je u vzorku FA ostře ohraničen a vykazuje se v porovnání se svým okolím vysokou relativní 
intenzitou fluorescence. Svůj původ má pravděpodobně v látkách s nižší molekulovou 
hmotností a nízkým stupněm aromaticity. Může se jednat například o látky s jednoduchou 
fenolickou strukturou. 
Ve spektru vzorku HA oproti tomu druhé maximum spíše zaniká vedle dominantního píku 
a tvoří tak jeho rameno položené do oblasti vyšších excitačních vlnových délek. Dominantní 
pík, tedy maximum 1 (454/349 nm), má podobu širokého píku s poměrně ostře ohraničeným 
maximem. Je situován do oblasti vyšších vlnových délek a reprezentuje tak systémy s větší 
molekulovou hmotností. Vypovídá tedy o přítomnosti vysoce konjugovaných aromatických 
sloučenin, jako jsou např. kumarin, xanton, chinon atd.. 
Stáří huminových látek a tedy i stupeň zrání půd také výrazně ovlivňuje polohu a intenzitu 
těchto píků [49][50]. Vzorky Jizerky I byly odebrány z lokality Kančí vrch, kde je stáří 
porostu odhadováno přibližně na 100 let. Rozklad rostlinných organických zbytků je tedy 
v relativně vysokém stupni a proto se dá v půdě očekávat spíše větší podíl huminových 
kyselin na úkor kyselin fulvinových. U fulvinové kyseliny se dá také předpokládat postupný 
posun dominantního fluorescenčního píku úměrně se stářím vzorku spíše k vyšším emisně 
excitačním vlnovým délkám. 
Získané výsledky tedy řadí tyto HS do 4. skupiny podle jejich fluorescenčního chování dle 
Senesiho 1991. Pro látky tohoto typu je charakteristická emise kolem 440 nm a excitace 
kolem 390 nm.  
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4.1.5 Vzorky humátů 
Vzorky humátů byly připraveny a přečištěny výše popsaným způsobem. Následně byly 
připraveny roztoky těchto humátů o koncentraci 0,05 g·dm-3. U každého vzorku bylo nejprve 
skenováno fluorescenční spektrum v celé námi definované oblasti a ve druhé fázi byla 
upřesňovaná už pouze poloha fluorescenčních maxim nalezených během prvního skenu. 
K určení přesné polohy maxima byl v druhofázovém skenu u všech vzorků použit excitační 
krok 1 nm a emisní krok 1 nm za sekundu. Měnila se tedy jen rozloha a umístění spektrální 
oblasti a použité budící napětí. 
 
4.1.5.1 Měření vzorku humátu Suwannee River II 
Fluorescenční spektrum vzorku humátu Suwannee River II je znázorněno na (Obr. 37). 
Excitační krok skenování byl v první fázi 25 nm a krok emise byl 5 nm za sekundu. Měření 
proběhlo za použití budícího napětí 750 V. Ve spektru jsou dobře patrné dva široké 
fluorescenční píky, jejichž poloha byla v první fázi stanovena na 492/400 nm (λem/λex) 
v případě maxima 1 a 464/350 nm (λem/λex) u maxima 2.  
Ve druhé fázi byla přesně lokalizována poloha těchto maxim opět za použití budícího 
napětí 750 V. V případě fluorescenčního píku 1 (Obr. 38) měla zkoumaná spektrální oblast 
rozlohu u emise v rozmezí 450–510 nm a u excitace 380–420 nm. Přesná poloha maxima byla 
stanovena na 491/395 nm (λem/λex). 
U fluorescenčního píku 2 (Obr. 39) byl druhofázový sken proveden ve spektrální oblasti 
dané emisními vlnovými délkami 430–500 nm a excitačními délkami 330–380 nm. Přesná 
poloha maxima tak byla lokalizována na 462/354 nm (λem/λex). 
 
 
Obr. 37 Fluorescenční spektrum humátu Suwannee River II (c = 0,05 g·dm-3) 
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Obr. 38 Horizontální řez spektrofluorogramem maxima 1, humát Suwannee River II 
 
Obr. 39 Horizontální řez spektrofluorogramem maxima 2, humát Suwannee River II 
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Poloha fluorescenčních píků mezi huminovou kyselinou a humátem téhož vzorku by měla 
zůstat přibližně stejná. Tento předpoklad se v našem případě potvrdil (Tab. 5) a polohy 
hlavních maxim se liší opravdu jen minimálně. Na první pohled je také patrné, že obě dvě 
spektra (Obr. 11 a Obr. 37) jsou si velice podobná. Výraznější rozdíl je ovšem v relativních 
intenzitách fluorescence. U huminové kyseliny nám fluorescenční spektrum (Obr. 11) 
odhaluje celkem tři dominantnější maxima, z nichž je nejintenzivnější maximum 1. Ve 
spektru humátu tohoto vzorku (Obr. 37) jsme ale schopni nalézt pouze dva dominantní píky. 
Maximum 3, lokalizované do oblastí vyšších vlnových délek v tomto případě zaniká zcela a  
i rozdíl v relativních intensitách fluorescence mezi maximem 1 a 2 je mnohem menší než 
v případě vzorku huminové kyseliny. U humátu je maximum 2 intenzivnější, jeho přechod je 
ostřejší a více se tak odlišuje od svého okolí. Je sice pravda, že rozdíly v intenzitách 
fluorescence by mohly být způsobeny použitím odlišného budícího napětí. V tomto případě 
by ale změna v intenzitách fluorescence zasáhla globálně celé spektrum a nepostihla by pouze 
jen některé oblasti. 
 
4.1.5.2 Měření vzorku humátu Elliot Soil 
Prvofázové fluorescenční spektrum tohoto vzorku je znázorněno na Obr. 40. Bylo měřeno 
v námi definovaných oblastech při napětí 700 V s excitačním krokem 25 nm a krokem emise 
5 nm za sekundu. Ve spektru je dobře patrný dominantní pík jehož poloha byla lokalizována 
na  536/475 nm (λem/λex). 
Ve druhé fázi (Obr. 41) byla tato poloha upřesněna zmenšením kroku skenu při zachování 
velikosti budícího napětí, a to na 531/468 nm (λem/λex). Skenovaná oblast měla v tomto 
případě rozlohu 500–570 nm u emise a excitace v rozpětí 450–485 nm. 
 
 
Obr. 40 Fluorescenční spektrum humátu Elliot Soil (c = 0,05 g·dm-3) 
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I v tomto případě jsou u huminové kyseliny a humátu téhož vzorku polohy hlavních 
fluorescenčních píků téměř shodné, což lze vypozorovat i z tabulky (Tab. 5). Ovšem hlavní 
fluorescenční pík u vzorku humátu (Obr. 40) má mnohem vyšší relativní intenzitu 
fluorescence a jeho přechod je ostřejší na rozdíl od hlavního maxima nalezeném ve spektru 
huminové kyseliny (Obr. 15). 
 
Obr. 41 Horizontální řez EEM spektrofluorogramem maxima u vzorku Elliot Soil 
 
4.1.5.3 Měření vzorku humátu Leonardite 
Fluorescenční spektrum humátu Leonardite (Obr. 42) bylo v první fázi proměřeno opět 
s excitačním krokem 25 nm a emisním krokem 5 nm za sekundu. Při měření bylo použito 
budícího napětí 700 V. Je v něm dobře patrný dominantní pík, jehož poloha byla v první fázi 
určena na 515/450 nm (λem/λex). 
Následně byla poloha fluorescenčního maxima upřesněna druhým skenem (Obr. 43), jehož 
spektrální oblast měla rozlohu v rozmezí 490–540 nm u emise a 440–480 nm u excitace. Při 
měření bylo použité napětí 725 V. Poloha maxima byla tak při těchto parametrech 
lokalizována do oblasti 523/467 nm (λem/λex). 
Rozdíl v poloze hlavních fluorescenčních píků ve fluorescenčních spektrech humátu  
(Obr. 42) a huminové kyseliny (Obr. 17) téhož vzorku je opět téměř zanedbatelný. To 
potvrzují i hodnoty v tabulce (Tab. 5). Obě spektra jsou se velice podobná, ale ve spektru 
humátu lze vypozorovat ostřejší přechod hlavního maxima od jeho nejbližšího 
fluorescenčního okolí. Zatímco v případě huminové kyseliny je hlavní fluorescenční pík 
lokalizován, v těsné blízkosti píků světelného rozptylu a částečně se s nimi spájí (Obr. 18)  
u vzorku humátu je toto maximum výrazněji odlišeno. 
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Obr. 42 Fluorescenční spektrum humátu Leonardite (c = 0,05 g·dm-3) 
 
Obr. 43 Horizontální řez EEM spektrofluorogramem maxima u vzorku Leonardite  
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4.1.5.4 Měření vzorku Humát 04/06 
U tohoto vzorku Humát 04/06 bylo jeho prvofázové spektrum velice nepřehledné, 
spektrum sice dávalo tušit přítomnost nejméně dvou fluorescenčních maxim, ale hlavní 
fluorescenční maximum zcela splývalo s píky světelného rozptylu. I po dalším opakování 
měření s pozměněnými parametry se nám bohužel nepodařilo tento hlavní fluorescenční pík 
odlišit od okolí, a proto jsme se ve druhé fázi zaměřili pouze na zmapování fluorescenční 
oblasti druhého maxima. 
Oblast druhého maxima fluorescence je znázorněna ve spektrografech (Obr. 44 a Obr. 45). 
Obě spektra byla měřena při budícím napětí 800 V a skenovaná oblast měla rozlohu u emise 
v rozmezí 430–525 nm a 330–375 nm v přídě excitace. Ze spektra je zřejmé, že se jedná  
o relativně široký fluorescenční pík, jehož vrchol není ostře ohraničen. Poloha tohoto maxima 
byla po upřesnění lokalizována na 465/359 nm (λem/λex). 
Tento humát, tak jako vzorky Humát 10/05 a Humát 22/11, má původ v lignitické 
huminové kyselině HAN a tudíž by měl mít i přibližně stejnou lokalizaci fluorescenčních 
maxim jako spektrum této kyseliny (Obr. 31). Rozdíly v poloze maxim jsou zde už ale 
markantnější než u předešlých vzorků, což dokazují i hodnoty v tabulce (Tab. 5). 
 
 
Obr. 44 Fluorescenční spektrum vzorku Humát 04/06 (c = 0,05 g·dm-3), maximum 2 
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Obr. 45 Horizontální řez EEM spektrofluorogramem vzorku Humát 04/06, maximum 2 
 
4.1.5.5 Měření vzorku Humát 10/05 
Fluorescenční spektrum tohoto vzorku je znázorněno na Obr. 46. Bylo pořízeno při napětí 
800 V a jako skenovací krok byl obdobný, jako v předešlém případě. Na první pohled je vidět, 
že spektrum se už více podobá spektru lignitické HAN (Obr. 31) než v případě předešlého 
vzorku. Odhaluje dva relativně široké fluorescenční píky (maximum 1 a maximum 2) a 
předpokládá se přítomnost ještě třetího píku v oblastech vyšších excitačních vlnových délek. 
Protože ale třetí pík v našem případě zanikal v ose píků  násobné excitace, nebyla jeho poloha 
upřesňována druhofázovým skenem. 
Přesná lokalizace fluorescenčních píků proběhla tak jen u maxima 1 a 2. Horizontální řez 
spektrofluorogramem maxima 1 je znázorněn na Obr. 47. Skenovaná spektrální oblast měla 
rozlohu 460–510 nm u emise a excitaci v rozmezí vlnových délek 390–430 nm. Při měření 
bylo použito napětí 800 V. Ze spektra je dobře patrné, že maximum 1 má relativně rozložitý 
fluorescenční pík a i když je skutečné maximum ostře ohraničeno, intenzitně se příliš neliší od 
svého nejbližšího okolí. Jeho poloha byla přesně lokalizována do oblasti vlnových délek 
491/420 nm (λem/λex). 
Horizontální řez spektrofluorogramem maxima 2 je znázorněna na Obr. 48. Spektrální 
oblast byla skenována v rozmezí vlnových délek u emise 430–525 nm a u excitace v rozpětí 
330–370. Při měření bylo použito budícího napětí o velikosti  750 V. Poloha fluorescenčního 
píku tak byla lokalizována do oblasti 468/358 nm (λem/λex), což také přibližně souhlasí  
s polohou píků v případě huminové kyseliny. Naměřené hodnoty jsou opět zaznamenány 
v tabulce pro jejich snazší porovnávání (Tab. 5). 
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Obr. 46 Fluorescenční spektrum vzorku Humát 10/05 (c = 0,05 g·dm-3) 
 
Obr. 47 Horizontální řez spektrofluorogramem maxima 1,  Humát 10/05 
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Obr. 48 Horizontální řez spektrofluorogramem maxima 2, Humát 10/05 
 
4.1.5.6 Měření vzorku Humát 22/11 
3D fluorescenční spektrum Humátu 22/11, které bylo měřené při napětí 850 V je 
znázorněno na Obr. 49. V tomto případě bylo použito skenovacího kroku 5 nm u excitace a 
5 nm za sekundu u emise. Toto nastavení poskytuje také lepší představu o celém spektru, což 
je vidět i ve spektrografu, který obsahuje větší počet detailů. Ve spektru jsou dobře patrné dva 
dominantní píky (maximum 1 a maximum 2) a v oblasti vyšších excitačních délek lze také 
tušit přítomnost ještě třetího píku, který ovšem zcela splývá s osou píků světelného rozptylu a 
zaniká tak v okolním prostředí. 
Ve druhé fázi byla poloha nalezených fluorescenční maxim upřesněna doměřováním při 
napětí 800 V v obou případech. Spektrum fluorescenčního maxima 1 (Obr. 50) tohoto vzorku 
bylo měřeno v oblasti emisních vlnových délek 470–515 nm a 390–435 nm u délek 
excitačních. Poloha maxima 1 byla tak přesně lokalizována na 493/420 nm (λem/λex) a jeho 
intenzita dosahovala 4,148 R.F.I.. 
U maxima 2 byla situace obdobná (Obr. 51). Skenovaná oblast byla v tomto případě 
posunuta směrem k nižším vlnovým délkám a její rozloha byla u emise v rozmezí  
430–525 nm a u excitace 330–370 nm. Přesná poloha píku maxima 2 byla lokalizována 
v oblasti 474/360 nm (λem/λex) a relativní intensita tohoto píku dosahovala hodnoty 3,088.  
Ze spektrofluorogramu je také vidět, že maximum 2 vytváří mnohem širší fluorescenční pík, 
než tomu bylo v případě maxima 1. 
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Obr. 49 Fluorescenční spektrum vzorku Humát 22/11 (c = 0,05 g·dm-3) 
 
Obr. 50 Horizontální řez spektrofluorogramem maxima 1,  Humát 22/11 
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Obr. 51 Horizontální řez spektrofluorogramem maxima 2,  Humát 22/11 
Fluorescenční spektrum tohoto humátu (Obr. 49) sice také vykazuje podobné rysy, 
charakteristické pro huminovou kyselinu HAN (Obr. 31), ale na rozdíl od spekter výše 
uvedených lignitických humátů stejného původu, se vykazuje nejmarkantnějšími rozdíly 
v lokalizaci svých maxim. Tyto odchylky například dosahují velikosti až 16 nm u emise 
v případě maxima 2 a to i přes to, že konečné výsledky byly získány měřením se stejnými 
parametry, majícími vliv na polohu fluorescenčních píků. Tato situace je nejlépe ilustrovaná  
v souhrnné tabulce (Tab. 5).  
Tab. 5 Souhrnná tabulka polohy fluorescenčních maxim 
 Maximum 1 Maximum 2 
HS Název vzorku Emise [nm] Excitace [nm] Emise [nm] Excitace [nm] 
Suwannee River ΙΙ 493 395 467 359 
Elliot Soil 534 467 − − 
Leonardite (LHA) 527 468 − − 
Pahokee Peat 536 468 − − 
Pseudoglej 532 468 − − 
Černozem − − 466 357 
HAN 490 395 458 355 
Jizerky I (HU13) 454 349 − − 
HA 
Jizerky II (63O) 449 351 484 389 
FA Jizerky I (HU13) 347 324 444 347 
Suwannee River ΙΙ 491 395 462 354 
Elliot Soil 531 468 − − 
Leonardite  523 467 − − 
Humát 10/05 491 420 468 358 
Humát 04/06 − − 465 359 
HU 
Humát 22/11 493 420 474 360 
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4.2 Vliv pH na intenzitu fluorescence lignitických humátů 
O vlivu pH na fluorescenci huminových látek bylo napsáno již mnoho prací, ale většinou 
se autoři omezují pouze na huminové, případně fulvinové kyseliny. Humáty a jejich změna 
fluorescenčního chování vlivem odlišného pH tak zůstává spíše na okraji zájmu. 
V této diplomové práci byl zkoumán vliv různého pH na fluorescenční spektrum vzorků 
lignitických humátů, především pak na změnu v poloze a relativních intenzitách jejich 
hlavních fluorescenčních píků. Vzorky lignitických humátů (Humát 10/05 a Humát 22/11) 
byly rozpuštěny v pufrech dle výše uvedeného postupu přípravy a měly vždy koncentraci 
0,05 g·dm-3. Použití tlumících pufrů bylo zvoleno z toho důvodu, aby nedocházelo 
k nežádoucím změnám v pH vzorků během jejich proměřování a docílilo se tak co 
nejpřesnějších výsledků. Tímto způsobem byly připraveny dvě sady vzorků v rozmezí hodnot 
pH 3,0–9,0. Po ustálení vzorků bylo měření jejich fluorescenčních spekter realizováno opět ve 
dvou fázích. 
Prvofázové fluorescenční spektrum bylo proměřeno opět v celé definované oblasti jako u 
předchozích měření s excitačním krokem 25 nm a krokem emise 5 nm za sekundu. Menší 
krok skenu nebyl použit proto, že tento sken byl pouze orientační. Přesná poloha 
fluorescenčních maxim byla totiž známa již z předchozích měření a proto byla použita méně 
časově náročná metoda. Během měření bylo použito v rámci pH sady vždy stejné budící 
napětí, z důvodu pozdějšího srovnávání získaných výsledků. 
Příklady takto získaných spekter v mezních hodnotách pH můžeme vidět na 
spektrografech. Jedná se o vzorek Humát 22/11 při pH 3,0 (Obr. 52) a pH 9,0 (Obr. 53). 
Z těchto spekter jsou dobře patrné změny v relativních intenzitách fluorescence dominantních 
píků. Ve druhé fázi byla pak poloha a intenzita fluorescenčních maxim upřesněna skenem, 
jehož krok excitace i emise byl 1 nm. 
  
 
Obr. 52 Fluorescenční spektrum vzorku Humát 22/11 (c = 0,05 g·dm-3), pH = 3,0 
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Obr. 53 Fluorescenční spektrum vzorku Humát 22/11 (c = 0,05 g·dm-3), pH = 9,0 
 
4.2.1 Sada vzorků Humát 10/05  
Tato sada vzorků byla ve druhé fázi proměřena při budícím napětí 800 V. Celkem byly 
realizovány dva skeny, které popisovaly dva hlavní fluorescenční píky (maximum 1 a 
maximum 2). Spektrum intenzivnějšího maxima 1 bylo u všech vzorků měřeno v oblasti 
emise 460–510 nm a excitace 390–430. Rozloha skenované oblasti v případě maxima 2 byla  
u emise v rozmezí 430–525 nm a u excitace mezi 330–370 nm. 
Získaná spektra byla následně vyhodnocena a výsledky jsou vyneseny v tabulce (Tab. 6). 
 
Tab. 6 Poloha a intenzita fluorescenčních píků vzorku Humát 10/05 v závislosti na pH 
 Maximum 1 Maximum 2 
pH Emise [nm] Excitace [nm] R.F.I. Emise [nm] Excitace [nm] R.F.I. 
3,0 457 396 2,479 448 341 2,090 
4,0 467 404 2,162 463 357 2,060 
5,0 490 419 2,974 466 359 2,469 
5,5 492 419 3,151 464 357 2,621 
6,0 489 417 3,315 468 358 2,909 
6,5 491 421 3,247 468 359 3,022 
7,0 491 420 3,263 470 359 2,919 
7,5 492 421 3,172 470 359 2,823 
8,0 491 419 3,535 469 358 2,848 
9,0 490 419 3,921 468 359 3,133 
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Především při nižších hodnotách pH je patrný výrazný posun polohy fluorescenčních 
maxim směrem k nižším emisním, či excitačním vlnovým délkám. Z tabulky můžeme také 
vypozorovat pozvolné zvyšování relativní intenzity fluorescence se vzrůstající alkalitou 
prostředí a to v případě obou fluorescenčních píků. Tento trend růstu intenzity je pak 
znázorněn v grafu (Obr. 54).  
 
Obr. 54 Závislost relativní intenzity fluorescence na pH, vzorek Humát 10/05 
 
4.2.2 Sada vzorků Humát 22/11 
Druhý sken sady vzorků Humát 22/11 byl proveden při napětí 850 V. Jelikož byla hlavní 
fluorescenční maxima lokalizována přibližně do stejných spektrálních oblastí jako  
u Humátu 10/05, byly tedy i podobně situovány oblasti druhofázových skenů. V případě 
maxima 1 byla skenovaná oblast v rozmezí 470–515 nm u emise a 390–433 nm u excitace. U 
fluorescenčního maxima 2 byla skenovaná oblast v rozmezí 430–525 nm emisních vlnových 
délek a 330–370 nm excitace. Výsledná data jsou pak opět vynesena v tabulce (Tab. 7). 
V tabulce lze obdobně jako v případě vzorků Humátu 10/05 vypozorovat mírný posun  
v poloze fluorescenčních maxim k nižším vlnovým délkám vlivem nízkého pH. Také je zde 
patrný růst hodnot relativní intenzity spolu se zvyšujícím se pH, což nejlépe vystihuje graf 
(Obr. 55). 
 
4.2.3 Závěr 
Ačkoliv byly oba vzorky lignitického původu a byly izolovány ze shodné matrice, 
vykazovaly při různém pH mírné odchylky ve svých fluorescenčních spektrech. Je zajímavé, 
že poloha hlavních píků se u obou vzorků téměř shodovala v neutrálních a slabě alkalických 
prostředích, zatímco se vzrůstající kyselostí docházelo k posunům směrem k nižším vlnovým 
délkám (Tab. 6)(Tab. 7). Tyto posuny v polohách maxim byly pozorovány u huminových 
kyselin i v dřívějších pracích [33] a výsledky jsou podobné jako v případě našich humátů.  
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Tab. 7 Poloha a intenzita fluorescenčních píků vzorku Humát 22/11 v závislosti na pH 
 Maximum 1 Maximum 2 
pH Emise [nm] Excitace [nm] R.F.I. Emise [nm] Excitace [nm] R.F.I. 
3,0 492 421 4,415 460 359 3,355 
4,0 490 419 4,164 440 331 4,976 
5,0 491 420 5,047 470 358 3,887 
5,5 492 421 4,715 467 359 3,768 
6,0 491 420 5,391 467 357 4,079 
6,5 492 421 5,769 472 361 4,349 
7,0 490 419 5,643 470 359 4,303 
7,5 492 420 5,396 471 361 4,088 
8,0 492 420 5,363 469 359 3,984 
9,0 490 419 6,932 465 363 5,211 
 
 
Obr. 55 Závislost relativní intenzity fluorescence na pH, vzorek Humát 10/05 
 
Za těmito změnami ve fluorescenčních spektrech huminových kyselin a humátů 
pravděpodobně stojí změna jejich prostorové molekulové konformace vlivem pH prostředí. 
Změny v relativních intenzitách hlavních píků ilustrují u obou vzorků také grafy (Obr. 54 a 
Obr. 55). Je z nich dobře patrné, že průběhy křivek intenzit u obou vzorků mají podobný 
vzrůstající průběh. Ovšem závislost relativní intenzity na hodnotách pH není lineární a 
vyskytují se zde i jisté nuance. U obou vzorků byly tyto odchylky od linearity pozorovány 
v okolí pH 4, kdy zvláště u vzorku Humát 22/11 byly velmi výrazné a následně v oblastech 
pH 7–8, kdy docházelo u obou vzorků k mírnému poklesu v intenzitách hlavních píků. 
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5 ZÁVĚR 
Diplomová práce byla zaměřena na měření, zpracování a vyhodnocení emisně excitačních 
fluorescenčních spekter vzorků huminových látek. Prvotní důraz byl kladen na nalezení 
optimální cesty zpracování naměřených dat, jež je popsaná v experimentální části. Všechna 
následující měření byla realizována podle tohoto pracovního postupu. 
Byla provedena měření čtyř standardů huminových kyselin s různým původem (lignitický, 
půdní, vodní a rašelinový). Tato spektra byla porovnána s výsledky v literatuře a také se 
spektry poskytnutými dodavatelem standardů. Závěr je takový, že polohy hlavních 
fluorescenčních píků se u všech vzorků relativně shodovaly. Případné odlišnosti ve spektrech 
mohly být způsobeny stářím vzorků nebo odlišným nastavením měření. 
Další oblastí výzkumu bylo zmapování fluorescenčních spekter půdních či lignitických 
vzorků HAs a popis rozdílů v těchto spektrech. U půdních a lignitických vzorků byl ve 
spektru dobře patrný dominantní fluorescenční pík, jež byl lokalizován v oblastech vyšších 
vlnových délek (nad 520 nm u emise a v oblasti 465–470 nm u excitace). Tento pík je 
pravděpodobně ukazatelem vysokého stupně zrání a jeho přítomnost poukazuje na výskyt 
složitějších konjugovaných systémů s relativně vysokou aromaticitou. Výjimku tvořily pouze 
vzorky Jizerky I, II jež měla maxima lokalizována v oblastech emise 449–484 nm. Původcem 
tohoto posunu by mohlo být odlišné půdní podloží v této lokalitě.  
U vzorku HAN bylo spektrum bohatší na fluorescenční rysy. V tomto případě byla 
nalezena tři významnější maxima,  což může vypovídat o přítomnosti většího počtu fluoroforů 
obdobně, jako je tomu v případě standardu Suwannee River II.  
 Dále byla provedena měření solí standardů HAs, respektive humátů. Předpoklad, že se 
spektra huminových kyselin a humátů ze stejného zdroje liší, nebyl v tomto případě potvrzen. 
Rozdíl v lokalizaci hlavních maxim fluorescence byl pozorován pouze v případě HAN a 
humátu připraveného z lignitické huminové kyseliny. Tento posun píku maxima 2 dosahoval 
v případě Humátu 22/11 až 16 nm v případě emise. 
Popsána byla i spektra fulvinové a huminové kyseliny pocházejících ze stejného zdroje 
(Kambizem). V případě HA byl ve spektru EEM pozorován posun k vyšším vlnovým délkám, 
což je v souladu s literaturou a značí to také přítomnost složitějších struktur. Celkový rozdíl 
v poloze hlavního maxima HA v porovnání s FA byl u emise 107 nm směrem k vyšší vlnové 
délce. 
V práci byl studován také vliv hodnoty pH na relativní intenzitu fluorescence, kdy bylo 
zjištěno, že nedochází k vzniku žádného posunu píků, ale dochází k prudké změně 
vzestupného trendu růstu intenzity fluorescence při hodnotě pH v rozmezí 4–5 a 7–8, což 
souvisí se změnami ve struktuře HU. 
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